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K. A. H. Morner. + 


Die ersten Tage des vorigen Monats brachten uns die 
Nachricht von dem Hinscheiden des Grafen K. A. H. Morner in 
Stockholm. Von einem Freunde des Verewigten ist uns eine 
eingehende Wiirdigung seiner Lebensarbeit in Aussicht ge- 
stellt worden, wir wollen aber schon heute der Trauer Aus- 
druck geben, mit der wir seinen Namen aus der Reihe der 
Mitarbeiter dieser Zeitschrift schwinden sehn. Als Forscher 
und Lehrer und zugleich als Leiter hervorragender wissen- 
schaftlicher Einrichtungen hat er die Entwicklung der phy- 
siologischen Chemie in tatkraftiger Weise gefordert und weit 
tiber die Grenzen seines Heimatlandes dankbare Verehrung 
erworben. A. K. 
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Beitrage zur Kenntnis des intermedidren Stoffwechsels bei 
der experimentellen Phosphorvergiftung.') 


Von 
S. Isaac. 





Mit sechs Kurvenzeichnungen im Text. 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Marz 1917.) 





]. Uber Zuckerbildung und iiber die Ursachen und die 
Bedeutung der Ausscheidung von Milchsdure bei der 
Phosphorvergiftung. 


Das vermehrte Auftreten von Milchséiure im Blute und 
Harn ist bekanntlich ein wesentliches Begleitsymptom der ver- 
schiedensten Zustande pathologischen Geschehens im Tierkorper. 
Manche Intoxikationen, so die mit Kohlenoxyd, Blausiure, 
Phosphor und anderen Giften, gehen mit hochgradiger Lact- 
acidurie einher; weiterhin bewirken Krampfzustande irgend- 
welcher Provenienz eine Steigerung der Milchsaureausscheidung 
im Harn; seit langem bekannt ist schlieflich das zuerst von 
Minkowski festgestellte Erscheinen der Milchséure im Harn 
leberexstirpierter Tiere. 

Es ist von vornherein klar, daf die Genese der ver- 
mehrten Milchsiureausscheidung entsprechend den eben auf- 
gefiihrten differenten atiologischen Grundfaktoren in den ein- 
zelnen Fallen eine verschiedene sein mui. Ganz allgemein 
kann man sich eine vermehrte Ausscheidung der sonst im 
wesentlichen nur zu den intermediidren Stoffwechselprodukten 
gehorenden Milchsaure erklaéren durch eine vermehrte Bildung 
oder durch eine verminderte Weiterverarbeitung der in nor- 
malen Mengenverhialtnissen gebildeten Saure. 





1) Diese Arbeit hat der Medizinischen Fakultaét der Universitat 
Frankfurt als Habilitationsschrift vorgelegen. Sie wurde im Sommer 1914 


abgeschlossen. 
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Die Frage der erhdhten Milchsaéureproduktion stand 
immer etwas im Hintergrunde gegeniiber der mit gréSerem 
Interesse und vielfach diskutierten Frage einer erschwerten 
Verarbeitung der Milchséure, wobei man schlechthin die Be- 
seitigung der im Stoffwechsel gebildeten Siure mit ihrer oxy- 
dativen Verbrennung identifizierte. Da’ tatsachlich bei Zu- 
stinden ungentigender Sauerstoffversorgung, wie sie durch 
einige der oben genannten Vergiftungen (Kohlenoxyd, Blau- 
saiure) verursacht werden, die Oxydation der Muskelmilchsaure 
quantitativ gehemmt sein kann, bereitet dem Verstindnis keine 
Schwierigkeiten, ebensowenig wie die Vorstellung, daf bei 
explosiver Bildung von Milchsaure infolge forcierter Muskel- 
aktionen die O,-Versorgung des Organismus, der offenbar 
immer nur auf die Verbrennung begrenzter Milchsiuremengen 
eingestellt ist, nicht hinreichend ist. 

Schwieriger war aber immer schon die Annahme einer 
verminderten Milchséureverbrennung bei solchen Zustinden, 
die nicht ohne weiteres Veranlassung zu verminderter Auf- 
nahme von Sauerstoff geben, wie die Leberexstirpation oder 
wie die Phosphorvergiftung, welch letztere wohl gerade wegen 
der bei ihr besonders ausgesprochenen Lactacidurie in Ana- 
logie zu den durch Sauerstoffmangel wirkenden Giften zu Un- 
recht toxikologisch unter diese Kategorie subsumiert wurde. 
Auf letzteren Punkt haben Frank und ich‘) schon in einer 
vor mehreren Jahren erschienenen Arbeit hingewiesen, und 
es soll davon spéter noch ausfiihrlicher die Rede sein. 

Soviel kann hier schon bemerkt werden, daf sich im 
Verlaufe unserer noch mitzuteilenden Versuche geniigend An- 
haltspunkte dafiir ergeben haben, daf bei den experimentellen 
Phosphorvergiftungen grébere St6rungen der oxydativen Fiahig- 
keiten des Organismus sicher nicht vorhanden sind. 

Kann somit eine verminderte Verbrennung der Milch- 
siure im gewOohnlichen Sinne des Wortes hier nicht in Frage 
kommen, so muBte es physiologischerweise auch andere Wege 





'!) E. Frank und S. Isaac, Uber das Wesen des gestirten Stoff- 
wechsels bei der Phosphorvergiftung. Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 
Bd. 64, S. 274, 1911. 
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fiir den Organismus geben, auf denen er die Entfernung der 
Milchsiéiure aus dem Stoffwechsel bewirkt, die aber im Falle 
der Phosphorvergiftung gesperrt sind. Eine solche zweite 
Moglichkeit der Milchsaureassimilation neben ihrer Verbrennung 
ist nun die Regeneration eines Teiles der im Stoffwechsel 
gebildeten Milchsaéure zu Zucker, wie sie Embden schon vor 
Jahren auf Grund der Feststellungen, daf Milchséure bei 
pankreaslosen Hunden eine Zuckervermehrung hervorruft, und 
Zucker in der isolierten Leber zu Milchsiure abgebaut wird, 
angenommen hatte. 

DaB die Zuckerregeneration auch noch in der isolierten 
Leber von Schildkréten und Saugetieren sich vollzieht, geht 
aus Untersuchungen von Parnas und Baer’), Barrenscheen 2) 
und aus einer voranstehenden Arbeit von Baldes und Silber- 
stein®) hervor. 

Es kann nach den Ergebnissen dieser Arbeiten jetzt 
keinem Zweifel mehr unterliegen, dai auch in der isolierten 
Leber Milchséiure leicht in Zucker umgewandelt wird. Die 
GroBenordnung, in welcher in den erwiéhnten Versuchen unter 
den relativ ungiinstigen Bedingungen des Durchblutungsexperi- 
mentes die Zuckerbildung aus Milchsdure stattfindet, zeigt 
schon die grofie Bedeutung, welche eine derartige Reaktion 
fiir die Okonomie des Organismus haben muB. 

Es kann daher jetzt tiber das Schicksal der wohl im 
wesentlichen bei der Muskeltatigkeit gebildeten Milchséure 
gesagt werden, dafi diejenige Milchséure, die nicht im Muskel 
weiterverarbeitet wird, sondern ins Blut gelangt, wenigstens 
zum Teil wieder in der Leber zu Zucker synthetisiert wird. 
Auf die Leber als Hauptort dieser Synthese weist neben all- 
gemeinen Griinden das schon erwahnte Auftreten der Milch- 
saure nach der Leberexstirpation hin. Die Milchséureregene- 





1) Parnas und Baer, Uber Zuckerabbau und Zuckeraufbau im 
tierischen Organismus. Bioch., Zeitschr., Bd. 41, S. 386, 1912. 

*) H.K. Barrenscheen, Uber Glykogen- und Zuckerbildung in 
der isolierten Warmbliiterleber. Daselbst, Bd. 58, S. 277, 1914. 

5) K. Baldes und F. Silberstein, Uber synthetische Zucker- 
bildung in der kiinstlich durchstrémten Leber. II. Mitteilung. 
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ration zu Zucker in der Leber stellt also eine eigenartige, 
bisher in der Gesamtheit der Leberfunktion wenig gewiirdigte 
Reaktion dar. 

In unserer schon erwahnten Arbeit haben Frank und 
ich auf Grund der Embdenschen Vorstellung bereits die An- 
sicht ausgesprochen, daf das eigenartige Zusammentreffen 
von vermehrtem Auftreten der Milchsiure mit dem von uns 
zuerst festgestellten Schwinden des Blutzuckers bei letaler 
Phosphorvergiftung nicht anders befriedigend zu deuten wire, 
als durch den Ausfall der Milchséureregeneration zu Zucker, 
der fiir die Leberexstirpation bereits von v. Noorden und 
Embden!’) als Ursache der Milchsiureausscheidung angesehen 
wurde. 

Der sichere Beweis des Ausbleibens der Zuckerregene- 
ration aus Milchsaure beim P-vergifteten Tiere la8t sich nun 
naturgeméB durch Untersuchuugen am Gesamtorganismus 
schwer erbringen. Daher konnten auch Experimente von 
Neubauer?), der durch Untersuchung der Ausscheidung sub- 
cutan eingeftihrter Milchsaure bei P-vergifteten Tieren die 
Frage der Lactacidurie kliéren wollte, keine ganz eindeutigen 
Resultate liefern. 

Es lag also nahe, ebenso wie fiir die Lésung manches 
anderen Problems des intermediaren Stoffwechsels der Versuch 
am isolierten tiberlebenden Organ mit Erfolg herangezogen 
wurde, auch fiir die Entscheidung der vorliegenden Frage zu 
einer derartigen Versuchsanordnung zu greifen, umsomehr, 
als in einem Mafe, wie bei kaum einen anderen, experimentell 
erzeugten Krankheitsbilde, gerade bei der P-Vergiftung die 
Erkrankung eines einzelnen Organes, eben der Leber, im 
Mittelpunkt des ganzen pathologischen Geschehens steht, und 
nach dem eben Ausgefiihrten die Regeneration der Milchsaure 





') K. v. Noorden und G. Embden, Einige Probleme des inter- 
mediiren Kohlenhydratstoffwechsels. Zentralbl. f. d. ges. Phys. u. Path. 
d. Stoffwechsels, Bd. 1, S. 1, 1906. 

2) E. Neubauer, Uber das Schicksal der Milchsaure bei normalen 
und phosphorvergifteten Tieren. Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 61, 
S. 387, 1909. | 
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zu Zucker modglicherweise ganz vorwiegend an die Leber 
gekniipft ist. 

Wir haben daher die Lebern phosphorvergifteter Hunde 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen kiinstlich durchblutet 
und uns iiber den Kohlenhydratstoffwechsel solcher Lebern 
durch Untersuchung der Zucker- und Milchsiurebildung und 
ihrer gegenseitigen Beziehungen zu orientieren gesucht, wo- 
riiber im folgenden berichtet werden soll. 


Methodisches: 


Zu den Versuchen wurden Hunde im Gewicht von 6 bis 
zu 10 kg verwendet. Dieselben wurden durch subcutane In- 
jektion von einprozentigem Phosphordl vergiftet. Da es darauf 
ankam, eine kurzdauernde, aber letale Vergiftung zu erzielen, 
so wurde den Tieren innerhalb drei bis vier oder fiinf Tagen 
insgesamt etwa 0,03—0,05 g P in mehreren Dosen verab- 
folgt. Bei richtiger Dosierung war der typische Verlauf dann 
derartig, dafi am vierten oder fiinften Tage einige Stunden 
vor dem Tode ein Sinken der Temperatur und des Blutzuckers 
eintrat. Der Temperaturabfall und der Blutzuckersturz er- 
folgen, wie Frank und ich schon friiher gezeigt, ziemlich 
rapide, wobei auch bei den Hunden als sehr auffalliges Symp- 
tom eine extreme Muskelschwache bei erhaltenem BewuBtsein 
eintritt. 

Folgende Beispiele mégen dies belegen: 

1. Hund vom Gew. 6 kg (siehe Vers. 14 der vorliegenden 
Arbeit) erhalt am: 

27. Vil. 0,008 g P 
28. VII. 0,005 g P 
30. VII. 9 Uhr 30‘: 0,005 g P 
12 Uhr: Temper: 37,9° 
Blutzucker 0,080°/o 
31. VII. 9 Uhr: Temper: 38,2° 
0,017 g P 
12 Uhr: Temper: 37,3° 
Blutzucker 0,069 °/o 
1 Uhr: Temper: 37° 
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1 Uhr 45‘: Temper: 36,8 ° 

2 Uhr 35‘: Temper: 36,6° 

2 Uhr 50‘: Temper: 36,1 ° 
Blutzucker 0,020°/o. 

2. Hund vom Gew. 9 kg (siehe Versuch 36) erhalt am: 
18. VII. 0,015 g P (Blutzucker vorher 0,081 °/o) 
19. VII. 0,005 g P 
20. VII. 10 Uhr: Blutzucker 0,085°/o, 0,009 g P 

Temper: 38,3 ° 
21. VII. 11 Uhr: Blutzucker 0,027 °/o 
Temper: 35,0° 

Besonders stérend erwies sich bei den Versuchen die 
Tatsache, daf Hunde eine auferordentlich variable Empfindlich- 
keit gegentiber dem Gifte aufweisen. Dadurch war es sehr 
erschwert, die Vergiftung so zu leiten, daB zum Zeitpunkt der 
Durchblutung, die aus duferen Griinden nur zu bestimmten 
Tageszeiten ausgefiihrt werden konnte, die Tiere im Finalstadium 
der Intoxikation sich befanden. Infolgedessen muBten zu einigen 
Versuchen Tiere benutzt werden, die dem Verhalten der 
Temperatur und des Blutzuckers zufolge noch nicht auf dem 
Hohepunkt der Vergiftung sich befanden. In den meisten Fallen 
bot auch schon das Aussehen der Leber einen gewissen Mafistab 
fiir die Schwere der Vergiftung, insofern die Verfettung bei 
geniigend starker Intoxikation schon makroskopisch stark aus- 
gesprochen war. 

Die Methodik der Durchblutung war die im _ hiesigen 
Institut tibliche. Als Durchstrémungsfliissigkeit diente Rinderblut, 
die Versuchsdauer betrug eine Stunde. In den nach Schenck 
gefallten, aufs sechsfache verdiinnten Filtraten des Durch- 
stromungsblutes wurde nach vorheriger Einengung im Vakuum 
bei 45—50° der Zucker nach Lehmann-Maquenne und die 
Milchsdure nach vy. Fiirth und Charna8$ in der im hiesigen 
' Institut tiblichen Weise bestimmt, und zwar wurden im all- 
gemeinen zwei Zuckerbestimmungen vorgenommen, die eine kurz 
nach Beginn (B), die andere am Schlusse des Versuches (C). 
Bei Beginn des Versuches wurde eine Probe des zur Durch- 
stromung bestimmten Blutes (A) zur Milchséurebestimmung 
































: us. ee hia 





PRETEEN Pee See Ear 








Beitriige zur Kenntnis des intermediaren Stoffwechsels usw. / 


nach Schenck gefallt, die zweite Milchsdurebestimmung erfolgte 
im Durchblutungsblute nach SchluB des Versuches. 


Versuche: 


In der nebenstehenden Tabelle 1 sind die Resultate von 
9 DurchstrOmungsversuchen an der Leber P-vergifteter Tiere 
vereinigt. In Kolonne 2 finden sich Notizen tiber die Vor- 
behandlung der Tiere sowie tiber Temperatur und Blutzucker- 
gehalt kurz vor der Entblutung, Kolonne 3 enthalt Angaben 
iiber die Leber, Kolonne 4 solche tiber die Menge der Durch- 
stromungsfliissigkeit. Mit Ausnahme der Versuche 3, 5 und 8, 
in denen aus spiiter zu besprechenden Griinden verschiedene 
Substanzen zugesetzt waren, handelte es sich um Leerversuche. 

Betrachten wir zuniichst die in der Tabelle angefiihrten 
fiinf ersten Versuche, so ergibt sich aus den in Stab 6 stehenden 
Werten des Blutzuckers, daf in Versuch 1 und 3 eine Zunahme 
des Zuckers im Durchstrémungsblute nicht stattgefunden hat, 
sondern in beiden Fallen eine mehr oder weniger betrichtliche 
Abnahme; in Versuch 2 blieb der Blutzuckergehalt wiéhrend 
der DurchstrOmung unverandert, in Versuch 5 findet sich eine 
gerade merkliche Erhéhung des Blutzuckergehaltes. In Versuch 4 
wurde leider die Bestimmung unterlassen. Die 4 Versuche 
zeigen also iibereinstimmend, da bei geniigend starker 
Intoxikation, wie sie sich aus den in Kolonne 2 und 3 auf- 
geftihrten Daten ergibt, die Zuckerbildung wihrend einer ein- 
sttindigen kiinstlichen Durchblutung der Phosphorleber ausbleibt, 
bezw. sogar eine geringe Abnahme des im Durchstrémungsblut 
vorhandenen Zuckers eintreten kann. Um diesen Befund als 
einen ausgesprochen pathologischen zu wiirdigen, mu daran 
erinnert werden, dai, friheren Versuchen von Embden’) tuber 
die Zuckerbildung in der glykogenfreien Leber zufolge, wihrend 
der ersten Stunde der Durchblutung stets eine erhebliche 
Zunahme des Zuckergehaltes im Durchstr6mungsblute stattfindet. 
Die absolute Mehrbildung von Zucker betrug in diesen Versuchen 
von Embden 0,25—0,58 g pro Liter Durchstrémungsblut. 





11 G. Embden, Uber Zuckerbildung bei kiinstlicher Durchblutung 
der glykogenfreien Leber. Hofm. Beitr., Bd. 6, S. 44, 1905. 
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Beitrage zur Kenntnis des intermediiren Stoffwechsels usw. 11 


Bevor wir die Ergebnisse unserer Versuche mit denen 
der Normalversuche in Parallele setzen, mdgen erst die Re- 
sultate der Versuche 6—9 besprochen werden. Aus Kolonne 6 
und 9 ergibt sich, daB in diesen Versuchen eine Zunahme des 
Zuckers stattgefunden hat, die in Versuch 7, 8 und 9 sehr 
erheblich und von derselben GréSenordnung war, wie in den 
gerade erwihnten Normalversuchen. Es handelt sich hier 
wohl um Tiere, die, wie der hohe Blutzuckergehalt vor der 
Entblutung ergab, noch nicht auf der Hohe der Vergiftung 
standen und deren Zuckerbildung daher noch intakt war. In 
Versuch 6, in dem das betreffende Tier — allerdings nach 
vorausgegangenen linger dauernden Kraémpfen — einen sehr 
niedrigen Blutzuckergehalt aufwies, war die Zuckerbildung 
dementsprechend auch schon gering. 

Die Frage nach den Ursachen des Ausbleibens der Zucker- 
bildung in den ersten fiinf Versuchen erfordert zunichst noch 
die Erledigung der Vorfrage, aus welchen Quellen bei unserer 
Versuchsanordnung der Zucker in der tberlebenden Leber 
entsteht. In seinen angefiihrten Versuchen hatte schon Emb- 
den diese Frage zu entscheiden gesucht und aus dem Befunde, 
dafi sich nach einiger Zeit (meist einer Stunde oder etwas 
mehr) die Zuckerbildung erschépft, aber durch Zufuhr frischen 
Durchblutungsblutes wieder aufs neue angeregt werden kann, 
die Vermutung ausgesprochen, daB eine Zuckervorstufe im 
Blut (vielleicht neben einer solchen in der Leber) im wesent- 
lichen das Material fiir die Zuckerbildung abgibe. Die Ar- 
beiten von Parnas und Baer, Barrenscheen sowie Baldes 
und Silberstein, welche die Zuckerbildung aus dem Durch- 
strOmungsblute zugesetzter Milchsiure ganz _ sichergestellt 
haben, legen den Gedanken nahe, auch in den vorliegenden 
Versuchen in der schon im Rinderblute priformierten Milch- 
siure die Quelle des Zuckers zu suchen. Ein Blick auf die 
Tabelle 1 (Versuch 6—9) zeigt nun, daf in den Versuchen, 
in denen eine Zuckerbildung stattgefunden hatte, fast iiber- 
einstimmend die gleiche Menge Milchsaure wahrend der Durch- 
blutung verschwunden ist, welche theoretisch der Menge neu- 
gebildeten Zuckers entspricht. Die Ubereinstimmung der beiden 
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Gréfen ist hier wohl deswegen so fast absolut genau, weil bei 
der P-Vergiftung, auch wenn sie noch nicht auf der vollen Héhe 
ist, nach allem, was wir bis jetzt iiber ihren Mechanismus 
wissen, Zuckervorstufen in der Leber kaum wesentlich fiir 
eine Zuckerneubildung in Betracht kommen kénnen. Kolonne 9 
zeigt nun weiter, daf die Abnahme der Milchséure in den 
letztgenannten vier Versuchen 4—69°/o des Ausgangswertes A 
betragt. Aus allen zahlreichen Versuchen, die bei der nor- 
malen, glykogenfreien, kiinstlich durchbluteten Leber angestellt 
wurden, ergibt sich iibereinstimmend, da auch hier entsprechend 
der stets stattfindenden Zuckerbildung die Milchséure in allen 
Fiillen eine betrichtliche Abnahme zeigt. In den Versuchen 
von S. Oppenheimer!) betrégt die Abnahme bis zu 76°/o 
des Ausgangswertes. Diese Zahlen von Oppenheimer geben 
sogar die tatsaichlichen Verhaltnisse nicht ganz entsprechend 
wieder, da es sich hier um zweistiindige Durchblutungsversuche 
handelt und nach den im hiesigen Laboratorium gemachten Er- 
fahrungen wohl infolge leichter Verminderung der Vitalitat der 
Leber die dissimilatorische Tatigkeit, d.h. der Zuckerabbau zu 
Milchsiiure gegeniiber der assimilatorischen — d. h. Zuckerauf- 
bau — wihrend der zweiten Versuchsstunde bereits zu tiber- 
wiegen beginnt, und infolgedessen die Milchsaurewerte am 
Schlusse in den genannten Versuchen etwas zu hoch sind, 
wenn man sie mit einstiindigen Versuchen vergleicht. 

Man kann daher aus alledem den Schluf ziehen, das 
das Verschwinden der Milchséiure in den normalen Versuchen 
und in unseren Versuchen 6—9 auf eine entsprechende Zucker- 
bildung aus Milchsaéure zu beziehen ist. Die auferordentlich 
weitgehende Ubereinstimmung von Zuckerzunahme und Milch- 
siureabnahme macht es weiterhin sehr wahrscheinlich, daf in 
der Leber das Verschwinden der Milchsdure nicht in erster Linie 
durch ihre Verbrennung daselbst bedingt ist, wenngleich die 
Alaninbildung aus Milchséure und auch aus Glykogen bei der 
kiinstlichen Leberdurchblutung auf das Vorhandensein auch 
eines oxydativen Abbaus der Milchsaure in der Leber hinweist. 





1) S. Oppenheimer, Uber Milchsaurebildung in der kiinstlich 
durchstrémten Leber. II. Bioch. Zeitschr., Bd. 45, S. 30, 1912. 
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Betrachten wir nach diesen Erérterungen die die Milch- 
siure betreffenden Ergebnisse der fiinf ersten Versuche, in 
denen in den Lebern der auf der Héhe der Vergiftung befind- 
lichen Tiere eine Zuckerbildung wahrend der Durchblutung 
nicht stattgefunden hatte, so zeigt sich hier beziiglich des 
Verhaltens der Milchsiéure etwas ginzlich anderes. In keinem 
Falle hatte hier eine Abnahme der Milchsiaure stattgefunden: 
in Versuch 4 war der Wert C am Ende der einstiindigen 
Durchblutung fast identisch mit dem Werte A. In Versuch 1, 
2, 3 und 5 fand sich eine deutliche Zunahme der Milchsiure, 
die, 14—40°/o des Ausgangswertes betragend, in Versuch 1, 
3 und 5 ungefahr dem verschwundenen Zucker entsprach. In 
Versuch 2 war ebenfails eine erhebliche Zunahme der Milch- 
sdure (-+ 19°/o) vorhanden, die, da der Zuckergehalt gleich 
blieb, hier wohl anderen Quellen als dem Blutzucker ent- 
stammte. 

Die Resultate dieser Versuche stehen also im vOlligen 
Gegensatze zu den normalen Versuchen und den bei nicht 
vollstindig vergifteten Tieren: wihrend dort stets eine be- 
trichtliche Abnahme der Milchsiure stattfindet, haben wir bei 
ausreichend intoxizierten Lebern niemals eine Verminderung, 
meist eine Zunahme der Milchsiure. Dies Verhalten libt 
kaum einen anderen Schlufi zu, als daB bei der phosphorver- 
gifteten Leber die Regeneration der Milchséure zu Zucker nicht 
mehr moglich, bezw. in den leichten Fallen erschwert ist. 

Um auch den mehr direkten Beweis fiir den oft volligen 
Ausfall dieser synthetischen Funktion in der Phosphorleber 
zu liefern, wurden einige Versuche in der von Embden, 
Schmitz und Wittenberg!) geschilderten und auch von 
Baldes und Silberstein angewandten Versuchsanordnung 
unternommen, indem statt mit Rinderblut mit gewaschenen, 
in Ringer-Lésung suspendierten Rinderblutkérperchen durch- 
blutet wurde. Durch mehrfache, in Abstinden von 10 Mi- 
nuten erfolgende Entnahmen des aus den Lebervenen ab- 





1) G. Embden, E. Schmitz und M. Wittenberg, Uber synthe- 
tische Zuckerbildung in der kiinstlich durchstrémten Leber. Diese Zeit- 
schrift, Bd. 88, S. 210, 1913. 
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flieBenden Blutes, in dem der Zucker bestimmt wurde, wurde 
wihrend der anderthalbstiindigen Versuchsdauer die Zucker- 
bildung unter dem Einflu8B von 30 Minuten nach Versuchsbeginn 
zugesetzter, mit NH, neutralisierter d-l-Milchséure kurvenmabig 
verfolgt. Die Verarbeitung des Blutes zur Zuckerbestimmung 
erfolgte in der von Embden, Schmitz und Wittenberg an- 
gegebenen Weise. 
Versuch 10. 


Ein Hund vom Gewicht 7 kg erhilt am 13., 14. und 
15. XII. insgesamt 0,052 g P. Am 15. XII. 5 Uhr p. m. durch 
Entblutung getétet. Deutliche Muskelschwache, Temperatur 
38,2°, Blutzucker nicht bestimmt. Die 282 g wiegende Leber 
ist sehr stark verfettet. Die Menge der Durchstrémungs- 
fliissigkeit 2200 ccm. 30 Minuten nach Beginn der Durch- 
blutung Zusatz von milchsaurem Ammoniak aus 10 g d-l-Milch- 
siiure in 200 cem Ringer-Lésung. Uber das Ergebnis dieses 
Versuches orientiert untenstehende Tabelle 2, Versuch 10. 


Versuch 11. 


Hund vom Gewicht 6 kg. Erhalt vom 3.—5. II. zu- 
sammen 0,037 g P. Am 5. II. 4 Uhr durch Entblutung getotet. 
Auferste Muskelschwiiche. Die 250 g wiegende Leber ist stark 
verfettet. Menge der Durchstrémungsfliissigkeit 2200 ccm. 
30 Minuten nach Beginn Zusatz von milchsaurem Ammoniak 
aus 10 g d-l-Milchsaéure. (Siehe Tabelle 2, Versuch 11.) 


Tabelle 2. 


Versuch 10. 
a) 
| | | | | 
| ! y T | 
Zeitpunkt nach Beginn | So- weg — — — —_ —_ — N30 | 90" 
‘Minu-|Minu-|Minu-|Minu- Minu-'Minu-| Minu-|Minu- Minu- 


der Durchblutung fort 
| ten ten | ten | ten | ten | ten | ten ten | ten 
| 











In dem auf 50 ccm ein- | | 
geengten Filtrate durch . a | ‘ 

Reduktion gefundene 0 2,87 | 3,61) 5,43) 2,87) 3,61, 6,66) 3,87 1,16) 4,69 
_ Menge Zucker in mg | | 


























62 | 7,9 |118 | 62 | 79 1145 | 84 | 24 99 


Dextrose im Durch- 0 
str6mungsblute in mg 9/o 




















| 
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Versuch 11. 








° " nen S m bs 
Zeitpunkt nach Beginn | So 10 | 200 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 


der Durchblutung fort Minu- Minu-|Minu- Minu- 
| ten | ten | ten | ten 





ten | ten | ten | ten 





In dem auf 50 ccm ein- | 
geengten Filtrate durch | 
Reduktion gefundene | 
Zuckermenge inmg | | 


| 


| | | 
| | | | 
| — | 3,61) 2,78) 3,87 2,78 2,78 | | 











Dextrose im Durch- 
strOmungsblute in mg %o 


} } 
| 
| 




















— | 7,8 | 60 | 8&4 | 60 | 


Nach| Nach | Nach} Nach Nach | Nach | Nach | Nach. Nach 


Minu-|Minu- Minu-/Minu- Minu- 


| 2,37! 237) 1,56) 1,16 
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Kurve 1. Kurve 2. 


Beide Versuche haben das tibereinstimmende Ergebnis, 
daBh der Verlauf der Zuckerkurve durch den Zusatz der Milch- 
siure in keiner Weise beeinflu&t wird. Das in den Versuchen 
von Baldes und Silberstein beobachtete ziemlich steile 
Ansteigen des Blutzuckerspiegels in der zweiten Versuchs- 
periode ist, wie aus den nebenstehenden Kurven 1 und 2 her- 
vorgeht, nicht einmal angedeutet. Wdahrend des ganzen Ver- 
suchsverlaufs betragt das héchste Niveau des Zuckerspiegels 
in Versuch 10 0,014% 0, in Versuch 11 0,008°/o der Durch- 
stromungsfliissigkeit. Auch bei dieser Versuchsanordnung bleibt 
also die Zuckerbildung aus Milchséure in der geniigend stark 
vergifteten Phosphorleber aus. 

Da die in der Arbeit von Baldes und Silberstein 
mitgeteilten Versuche an den Lebern mit Phloridzin vergifteter 
Hunde angestellt wurden, war es wiinschenswert, festzustellen, 
ob die in der Phloridzinleber bei der vorliegenden Versuchs- 
anordnung mit einer gewissen Leichtigkeit stattfindende Zucker- 
bildung durch gleichzeitige Darreichung von Phosphor gehemmt 
werden kann. Eine Antwort auf diese Frage geben die folgenden 
Versuche 12 und 13. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. C, 2 
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Tabelle 3. 
Versuch 12. 











| 


| | | | 
Nach | Nach | Nach | Nach | Nach | Nach | Nach ‘Nach Nach 




















Zeitpunkt nach Beginn | So- | 49 | 20 | 30 | 40 | 50 60 | 70 | 80 | 90 

der Durchblutung | fort |Minu- Minu-/Minu- Minu- Minu- Minu-/Minu- Minu-|Minu- 

| | ten | ten | ten | ten | ten | ten | ten | ten | ten 
In dem auf 50 ccm ein- | | | | | | | 4 
reenste ¥ th | | hot 
eteiuktion gelundene | — | 361| 426 604) 3,87) 4,63) 4,63) 4,63 3,61 | 4,63 
Menge Zucker in mg | | | | | | 
ean a | | | | | | 

Stree ice on | — | 2.9 | 9:3 13,0 | 84 |10,1. [10,1 01] 7,9 to. , 
| it | | | | | | 





Versuch 13. 
| | | l 
| 


In dem auf 50 ccm ein- | | | | 
| — | 3,61] 3,61) 5,03, 5,03 4.26 426 5,03 5,03) — 
Menge Zucker inmg | | | | | | | 























| | | 
Dextrose im Durch- | - | | 
Versuch 12. 
Hund vom Gewicht 6 kg wird in folgender Weise vor- \ 


behandelt: 
27. VI. 1 g Phloridzin in Olivend! subcutan, sowie 


0,013 g Phosphor. 
28. VI. 1g Phloridzin 3 
29. VI. 9 Uhr: 1,0 g Phloridzin | 
1 Uhr: 0,01 g P 
5 Uhr: entblutet. Der Blasenharn ent- 


halt sehr viel Zucker. 
Blutzucker = 0,033 °/o. Milchséiuregehalt des Entblutungs- 


blutes 0,079 °/o. Das Gewicht der auBerordentlich stark verfetteten 
Leber betrug 220 g, Menge der Durchstrémungsfliissigkeit 
2200 ccm. Nach 30 Minuten Zusatz von 10g d-l-Milchsaure. 
(Siehe Tabelle 3. Vers. 12). 

Versuch 13. 


Hund vom Gewicht 7,4 kg erhilt: 
10. VII. 1,0 g Phloridzin 


0,012 g P 
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11. Vil. 0,5 g Phloridzin 
0,004 g P 
12,.Vl — — 
13. VII. 0,012 g P 
0,5 g Phloridzin 
5 Uhr: entblutet. Im Blasenharn 
sehr viel Zucker. 

Das Gewicht der Leber, die ebenfalls maximal verfettet 
war, betrug 200 g, die Menge der Durchstrimungsfliissigkeit 
2000 ccm. Zusatz von d-l-Milchsiiure wie im vorigen Versuch. 
(Siehe Tabelle 3 Vers. 13). 



























































z, agl | Ld “TTTmlL 
be TCE 
10 — ——— | | - = — 
ai Pero 











ea” a a 2 a 
Kurve 3. Kurve 4 

Es ergibt sich also aus diesen beiden Versuchen, die 
in den obenstehenden Kurven 3 und 4 graphisch dar- 
gestel]lt sind, daf auch bei mit Phosphor und Phloridzin 
gleichzeitig behandelten Tieren jegliche Zuckerbildung aus 
Milchséure aufhért. Bemerkenswert ist auch in diesen Versuchen 
der auBerordentlich flache Verlauf der Zuckerkurven. Selbst 
die geringe Zuckerbildung, die in der Phloridzinleber auch 
ohne Zusatz zuckerbildender Substanzen namentlich wahrend 
der ersten Zeit des Versuches bei der Durchblutung mit 
gewaschenen Blutkérperchen vielleicht aus irgendwelchen in 
derartigen Lebern vorhandenen Zuckervorstufen erfolgt, wie 
aus den Arbeiten von Embden, Schmitz und Wittenberg 
sowie von Baldes und Silberstein hervorgeht, bleibt hier 


vollig aus. 


(Wir wollen hier noch darauf hinweisen, dafi die mit Phosphor 
und Phloridzin behandelten Tiere, wie Frank und ich das schon friher 
beschrieben haben, bis zum Tode sehr grofle Zuckermengen, trotz des 
experimentell sicher gestellten Versagens der Zuckersynthese aus Milch- 
sdure in der Leber, im Harne ausgeschieden hatten. Es mufs daher die 
von uns ausgesprochene Vermutung einer synthetischen Zuckerbildung 
aus Milchsdure in der Niere vorlaufig aufrecht erhalten werden, worauf 

Q* 
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in diesem Zusammenhang nicht naher eingegangen werden soll. Jeden- 
falls reicht auch diese Zuckerbildung in der Niere keineswegs aus, um 
die Milchséure dauernd quantitativ aus dem Blute zu entfernen, da wir 
in Versuch 12 bei dem Hunde trotz reichlicher Zuckermengen im Urin 
in dem vor dem Tod entnommenen Blute den sehr hohen Milchsiurewert 
von fast 0,08°/o fanden.) 

War somit das Ausbleiben der Zuckerbildung aus Milch- 
siiure unter den Bedingungen unserer Versuche sichergestellt, 
so war es von besonderem Interesse, noch festzustellen, ob 
eine Substanz, die in der isolierten Leber phloridzinvergifteter 
Tiere mit besonderer Leichtigkeit Zucker bildet und sehr még- 
licherweise als ein Zwischenprodukt bei der Umwandlung von 
Milchsiure zu Zucker angesehen werden darf, auch in der 
Phosphorleber noch Zucker bildet. Eine solche Substanz ist das 
Dioxyaceton. Mit diesem wurden in den folgenden Versuchen 
14 und 15 die Lebern phosphorvergifteter Hunde durchblutet. 


Versuch 14. 


Hund vom Gewicht 6 kg erhielt vom 27.—31. VII. ins- 
gesamt 0,04 g P. Am 31. VII. 3 Uhr nachmittags entblutet. 
Temperatur des Tieres 36,10, sein Blutzucker 0,020°/o. Die 
stark verfettete Leber wog 185g. Es handelte sich also um 
eine duferst starke Vergiftung. Durchblutet wurde mit 10g 
Dioxyaceton und 2000 cem Rindervollblut. In Abstaénden von 
ca. 20 Minuten wurden mehrere Entnahmen von 180 ccm Blut 
wihrend der einstiindigen Durchblutung gemacht, das Blut 
nach Schenck sechsfach verdiinnt gefallt, 700 ccm Filtrat ein- 
geengt auf 60 ccm aufgefiillt und zur Polarisation benutazt. 
(Siehe Tabelle 4, Vers. 14.) 


Versuch 15. 


Hund vom Gewicht 7 kg erhilt vom 25. VII. bis 28. VII. 
insgesamt 0,03 g P. Am 28. VII. nachmittags 3 Uhr entblutet. 
Temperatur des Tieres 37°, Leber stark verfettet, wiegt 190 g. 

Im Gegensatz zum vorigen Versuche wurde hier mit 
gewaschenen Rinderblutkérperchen unter Dioxyacetonzusatz 
durchblutet. Die Versuchsanordnung entsprach im tbrigen der 
in Versuch 10—13 angewandten. (Siehe Tabelle 4, Versuch 15.) 
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Tabelle 4. 
Versuch 14. 








Sofort |22 Minuten 42 Minuten|54 Minuten 
Zeitpunkt nach Beginn | nach Zu- | nach Zu- | nach Zu- nach Zu- 
satz der | satz der | satz der | satz der 


des Versuchs. : | 
Substanz | Substanz | Substanz | Substanz 








Drehungswinkel des auf ' | | 
0,33 0 0.54 | 0,€ 20 0,60° 
60 ccm eingeengten Filtrats +r + 0,54° | +-0,6 





| 
0,129 | 0,151 0,146 








| 


Zuckergehalt der Durch- 0.080 
strémungsfliissigkeit in g jo) 








Versuch 15. 


| Nach | Nach | | Nac h 
70 80 | 90 
Minu- | Minu- | Minu- 
ten | ten | ten 


| 
} 




















| Nach | Nach | Nach | Nach | Nach | Nach 
Zeitpunkt nach Be- | 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 
ginn des Versuchs | Minu- | Minu- | Minu- | Minu- | Minu- | Minu- 
ten | ten fen ten ; ten | ten | 
| +0,05” +0080 $0,119 40,098 +0,13°'+0,15° 
| Bek. | 
0,008 *) 0,005 *) 0,009 ) 0,025 | 0,041 0,054 | 0,047! 0,066 0,076 











Drehungswinkel des | 
auf 50 ccm einge- | 
engten Filtrats 


| 
| | 
| | 











Zuckergehalt | 
der Durchstr6mungs- 


fliissigkeit in g °/o | | | | | 


Es zeigt sich also, wie auch durch Kurve 5 und 6 illu- 
striert wird, dafi in diesem Versuch eine deutliche Zucker- 
bildung stattgefunden hatte. Der Zuckerspiegel stieg in Ver- 
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') Die Werte in den drei ersten Kolumnen wurden titrimetrisch 


ermittelt. 
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such 14 von seinem Ausgangswerte 0,080°/o kurz nach Zusatz 
der Substanz, nach 42 Minuten auf 0,151°/o, um nach 60 Mi- 
nuten bis auf 0,146°/o zu sinken. In Versuch 15, in dem in 
der ersten halben Stunde von einer nennenswerten Zucker- 
bildung nicht die Rede sein kann, bewirkte der Dioxyaceton- 
zusatz ein sehr deutliches Ansteigen der Zuckerkurve bis zum 
SchluBwert von fast 0,08°/o. 

Wenn in diesen beiden letzten Versuchen die Zucker- 
bildung aus Dioxyaceton auch nicht ganz so erheblich war 
wie in den Versuchen von Embden, Schmitz und Witten- 
berg an der Phloridzinleber, so geht doch aus denselben mit 
aller Deutlichkeit hervor, daB im Gegensatz zur Milchsiiure aus 
Dioxyaceton eine Zuckerbildung noch mdglich ist. Die Versuche 
sind um so beweisender, als es sich um zweifellos auf der Hohe 
der Vergiftung befindliche Tiere handelte. Es zeigt die Tat- 
sache der Zuckerbildung aus Dioxyaceton beim phosphorver- 
gifteten Tier, dafi bei diesem wahrscheinlich nur eine bestimmte, 
gut definierbare Phase der Zuckersynthese gestort ist. 

Abgesehen von der gestérten Glykogenfixation und der 
in schweren Vergiftungsfallen wohl nicht mehr mdglichen Poly- 
merisation von Traubenzucker zu Glykogen, worauf wir in 
einer friiheren Arbeit ausfiihrlich eingegangen sind, scheint 
demnach die Stérung der Zuckersynthese ziemlich zirkum- 
skript zu sein. 

So konnte ich auch schon in einer friiheren Arbeit') 
kurz darauf hinweisen, daB die Umwandlung von Lavulose in 
Dextrose in der gleichen Starke in der Phosphorleber von 
statten geht wie in der Normalleber. 

Auch der Abbau der Lavulose zu Milchsaure findet in 
der gleichen GréBenordnung statt wie in der normalen Leber. 
(Siehe Tabelle 5, Vers. 16 und 17.) 

Die von Neubauer?) gemachte Feststellung, daB phos- 





') S. Isaac, Uber die Umwandlung von Lavulose in Dextrose in 
der kiinstlich durchstrémten Leber. Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 78, 1914. 

*) E. Neubauer, Ist der Unterschied im Verhalten der Glykogen- 
bildung aus Liivulose bezw. Dextrose beim Diabetes fiir diese charakte- 
ristisch? Arch. f. exp. Pathol. u. Phar., Bd. 61, H. 5, 5S. 174, 1909. 
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phorvergiftete Kaninchen unter Umsténden aus Liavulose, nicht 
aber aus Dextrose noch Glykogen zu bilden vermdgen, findet 
vielleicht ihre Erklarung darin, da die hypothetische, bei der 
Umwandlung von Liivulose in Dextrose intermediar auftretende 
Enolform besonders zur Glykogenbildung geeignet ist. 

Beziiglich der Frage der Abbaufahigkeit des Trauben- 
zuckers durch die phosphorvergiftete Leber haben wir keine 
besonderen Versuche angestellt; wir glaubten auf solche ver- 
zichten zu kénnen, da schon aus den in Tabelle 1 angeftihrten 
Versuchen hervorgeht, daf8 die im Durchblutungsblut vorhan- 
dene Dextrose hiiufig eine Abnahme unter Milchséurebildung 
zeigt, und somit die Milchsdéurebildung aus Dextrose auch in 
der Phosphorleber als sichergestellt gelten kann. 

Fassen wir die tatsichlichen Ergebnisse der im vor- 
stehenden mitgeteilten Versuche zusammen, so ergibt sich: 

1. Die Zuckerbildung aus Milchséure findet in der Phos- 
phorleber nicht mehr statt, sofern die Vergiftung intensiv 
genug ist. 

2. Die Zuckerbildhng aus Milchsaéure findet in der Phos- 
phor-Phloridzinleber ebenfalls nicht mehr statt. 

3. Aus Dioxyaceton bildet die Phosphorleber noch Zucker. 

4. Der Zuckerabbau zu Milchsaure ist nicht gestort. 

5. Die Umwandlung von Dextrose in Liivulose findet in 
der Phosphorleber im gleichen Mafe wie in der normalen 


Leber statt. 
Eine weitere Besprechung dieser Ergebnisse soll am 


Schluf der Arbeit stattfinden. 


ll. Uber den Fettstoffwechsel in der phosphorver- 
gifteten Leber. 


Die zahlreichen bisher vorliegenden — zum Teil aus 
iilterer Zeit stammenden — Untersuchungen iiber den Fett- 
stoffwechsel phosphorvergifteter Tiere haben schwankende 
Ergebnisse tiber den Umfang der Fettzersetzung gehabt. Wah- 
rend einige Autoren eine Mehrzersetzung von Fett annahmen, 
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glaubten andere, dafB die Fettverbrennung herabgesetzt sei. 
Kraus und Sommer,') die sich zuletzt mit dieser Frage be- 
schaftigten, kamen zur Auffassung, dai phosphorvergiftete 
Tiere nicht weniger Fett als normale verbrennen. 

Im Anschluf an die im vorstehenden mitgeteilten Unter- 
suchungen an der kiinstlich durchbluteten Leber phosphor- 
vergifteter Tiere schien eine erneute Untersuchung des Fett- 
stoffwechsels am isolierten Organ von verschiedenen Gesichts- 
punkten aus wiinschenswert. 

Es kann heute keinem Zweifel mehr unterliegen, daB die 
Leber fiir den Stoffwechsel der Fette eine weit gréBere Rolle 
spielt, als man friiher angenommen hat. Durch die Arbeiten 
von Leathes und Hart,?) fernerhin durch die interessanten 
Untersuchungen von Joannovics und Pick ist es wohl er- 
wiesen, dafi die Fette in der Leber einem vorbereitenden 
Abbau unter Bildung hoher ungesiéttigter Sauren unterworfen 
werden. Auch tiber die weiteren Vorgiinge beim Fettstoff- 
wechsel sind wir durch die Arbetten von Embden, Knoop, 
O. Neubauer u. a., welche die Gesetze des Abbaues der ver- 
schiedenen Fettséuren klargelegt haben, weitgehend orientiert. 
Ferner kann es als sicher gelten, dafi die Acetonkérperbildung 
als Ausdruck wenigstens eines Teiles der Fettzersetzung, wie 
die Versuche von Embden und Kalberlah an verschiedenen 
uberlebenden Organen gezeigt haben, mindestens vorwiegend, 
anscheinend ausschlieflich, in der Leber lokalisiert ist. 

In der kiinstlich durchstr6mten normalen Hungerleber 
findet im Leerversuche stets eine Bildung von Aceton (rich- 
tiger Acetessigsiure) statt, die ziemlich konstant zwischen 15 
und 30 mg schwankt. Bei Zusténden eines erhdhten Fett- 
stoffwechsels, wie sie die stark verfetteten iiberlebenden Lebern 
pankreasdiabetischer und phloridzindiabetischer Tiere zeigen, 
kommt dies in einer auferordentlich gesteigerten Acetessig- 
sdurebildung zum Ausdruck. (Embden und Lattes.) 

Es lag daher die Frage nahe, wie die gleich der diabe- 


1) Kraus und Sommer, Uber Fettwanderung bei Phosphorintoxi- 
kation. Hofmeisters Beitr. II, S. 86, 1903. 
*) Leathes und Hart, Journ. of Physiol., 1907. 
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tischen Leber infolge Fettwanderung auferordentlich fettreiche 
Phosphorleber sich beziiglich der Acetonbildung verhalt. Et- 
waige Anomalien des Fettstoffwechsels, die mit den bisherigen 
Methoden des Gesamtstoffwechsels nicht nachweisbar waren, 
konnten dadurch vielleicht aufgedeckt werden. Weiterhin war 
es auf Grund der vorliegenden Versuchsergebnisse iiber den 
Abbau der Fettséiuren méglich, durch das Studium desselben 
Einblick in die oxydativen Leistungen der Phosphorleber zu 
bekommen. 

Wir haben daher im Durchblutungsblute der kiinstlich 
durchstrémten Phosphorlebern Acetonbestimmungen in der im 
hiesigen Institut tiblichen Weise ausgefiihrt. 

In Tahelle 6 ist eine Reihe derartiger Versuche zusam- 
mengestellt. Betrachten wir zunachst die 6 ersten Versuche 
dieser Tabelle, so zeigt sich, daf hier zwischen 20 und 39 mg 
Aceton gebildet worden sind. Bei der Durchblutung der nor- 
malen Hungerleber im Leerversuch werden, wie erwahnt, 
nach zahlreichen im hiesigen Laboratorium ausgefiihrten Unter- 
suchungen durchschnittlich 15—30 mg Aceton erhalten. Die 
genannten Werte stimmen also mit diesen Normalzahlen tber- 
ein, oder tibersteigen sie — wie in Versuch 22 und 23 — nur 
ganz unwesentlich, trotzdem es sich in fast allen Fallen um 
hochgradig verfettete Lebern handelte. In Versuch 25, in dem 
es sich, wie in Versuch 7, um eine 1!/2stiindige Durchblutung 
mit gewaschenen Blutkérperchen handelte, war die 46 mg 
betragende Acetonbildung etwas hodher, doch liegen bei 
dieser Versuchsanordnung keine Vergleichswerte an normalen 
Lebern vor. 

Im Gegensatz zur diabetischen Leber bildet also die 
Phosphorleber, wie aus den vorstehenden Versuchen hervor- 
geht, trotz gleich starker Verfettung nicht mehr Aceton als 
die normale Leber: mit anderen Worten, der Fettabbau in 
solechen Lebern ist nicht wesentlich vermehrt, jedenfalls aber 
auch nicht vermindert. So geben denn diese Versuche am 
isolierten Organ eine eindeutige Antwort auf eine Frage, die 
trotz vieler angestellter Experimente am Gesamtorganismus 
nicht mit Sicherheit zu entscheiden war. 
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Die Erklirung dieses Befundes ist von vornherein nicht 
leicht; er laé®t sich aber sehr gut vereinigen mit sehr inter- 
essanten Beobachtungen von Joannovics und Pick. Diese 
Forscher haben auf die eigenartige, selektive Tatigkeit der 
Phosphatide beim Fettabbau in der Leber hingewiesen, die 
darin besteht, ungesiitligte Fettsaiuren, die nach den Unter- 
suchungen von Leathes und seinen Mitarbeitern in der Leber 
im Gegensatz zu den Fettdepots als Ausdruck beginnenden 
Fettabbaues entstehen, behufs weiterer Verarbeitung an sich 
zu reiBen. So fanden sie, daf bei den verfetteten Lebern 
pankreasdiabetischer Hunde trotz relativ niedriger Jodzahl des 
Giesamtfettes die Phosphatide reich an ungesattigten Sauren 
waren. Bei der Phosphorleber dagegen entsprach selbst 
nach vorheriger Zufuhr eines an ungesittigten Saiuren reichen 
Fettes die Jodzahl der Lipoide vollkommen der Norm, sodab 
also demnach durch die Zufuhr von ungesittigten Siaiuren die 
Zusammensetzung der Lipoide nicht beeinfluBt wurde. Das 
zeigt nach Joannovics und Pick, daf die Phosphatide der 
Phosphorleber nicht mehr vollig fahig sind, ihre Tatigkeit beim 
Fettabbau auszuiiben. Der Annahme einer derartigen Scha- 
digung der Lipoide steht, wie Joannovics und Pick auch 
hervorheben, um so weniger im Wege, als die Phosphatide 
infolge der Lipoidléslichkeit des Phosphors einen besonders 
disponierten Angriffspunkt des Giftes darstellen. 

Diese Annahme, die natiirlich noch manches Hypothe- 
tische hat, findet eine gewisse Stiitze durch die folgenden 
beiden Versuche (26 und 27 der Tabelle 6). Es handelt sich 
hier um die Lebern der beiden, schon in dem ersten Teile 
dieser Arbeit erwa&hnten, mit Phosphor und Phloridzin gleich- 
zeitig vorbehandelten Tiere, die wahrend 1!/2 Stunden mit 
gewaschenen Rinderblutkérperchen durchstrémt wurden. Die 
Acetonbildung betrug in diesen beiden Versuchen 35 und 84 mg 
pro Liter. Bei der gleichen Versuchsanordnung bildeten, wie 
aus einer Arbeit von Embden und Griesbach’) hervorgeht, 
die Lebern phloridzinvergifteter Hunde 135—266 mg. Aceton 


‘) G. Embden und W. Griesbach, Uber Milchsaure- und Zucker- 
bildung in der isolierten Leber. Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 286, 1914. 
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pro Liter. Es zeigt sich also unter dem Einflu8 des Phos- 
phors bei den Phloridzintieren eine erhebliche Einschrinkung 
der Fettzersetzung in der Leber, trotzdem es sich hier um 
die hochgradigste je von mir beobachtete Leberverfettung 
handelte. Es laft sich dieser Befund gut vereinigen mit der 
Annahme einer Schadigung bestimmter mit dem Fettabbau in 
Beziehung stehender Molekularkomplexe der Leberzellen. 

Es ist demnach die erste Phase des Fettabbaues bei 
der Phosphorvergiftung gehemmt, sodaf trotz stirkster Fett- 
anhaufung in der Leber die Fettzersetzung nicht grofer als 
die einer normalen nichtverfetteten Leber ist. Die wesentliche 
Bedeutung einer derartigen Stérung fiir die Stoffwechsel- 
Okonomie des Organismus beim phosphorvergifteten Tier ergibt 
sich aus folgendem: Ebenso wie beim Diabetes kann das 
Zustr6men des Fettes zur Leber beim phosphorvergifteten 
Tier kaum anders gedeutet werden, als dai durch seine Heran- 
ziehung zu den Verbrennungsprozessen das Nichtvorhanden- 
sein von anderem verwertbaren N-freien Material tiberkom- 
pensiert werden soll. Daher in der isolierten diabetischen 
Leber die erhdhte, in der starken Acetessigsiurebildung zum 
Ausdruck kommende, Fettverbrennung. 

Auf die innigen Beziehungen, die hier in der Tat zwischen 
Fettverbrennung und Kohlenhydratabbau bestehen, ist in der 
voranstehenden Arbeit von Embden und Isaac’) ausfiihrlich 
hingewiesen worden. 

Beim phosphorvergifteten Tier kommt es nun ebenfalls 
sehr schnell zum dauernden Kohlenhydratmangel in der Leber, 
zunachst durch die schon gleich zu Beginn der Vergiftung 
erfolgende schnelle Einbeziehung des Glykogens in den Eigen- 
stoffwechsel der Leberzelle, spater durch die Storung der 
Zuckersynthese. Infclge der eigenartigen, bis jetzt noch nicht 
bekannten Hemmung der Fettverbrennung kann nun aber bei 
der Phosphorleber im Gegensatz zur diabetischen Leber eine 
substituierende Verbrennung der Fette nicht erfolgen. Auch 





1) G. Embden und S. Isaac, Uber die Bildung von Milchsdéure 
und Acetessigsiure in der diabetischen Leber. Diese Zeitschrift, Bd. 99, 
S. 297, 1917. 
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im Gesamtorganismus kann daher der Ausfall der Kohlen- 
hydrate nicht durch erhOhte Verbrennung der Fette gedeckt 
werden, und die jetzt bei den Verbrennungsprozessen an die 
Stelle der N-freien Energietrager tretende vermehrte Zersetzung 
von Eiweif (friiher félschlich als toxischer EiweiBzerfall be- 
zeichnet) resultiert, wie wir jetzt wohl annehmen miissen, 
nicht nur allein aus einem Mangel der Kohlenhydrate, sondern 
auch aus der Einschrinkung der Fettverbrennung. Durch un- 
sere Befunde wird auch die von Rosenfeld gemachte, schon 
iltere Beobachtung gut erklart, da die Phosphorleber im 
Gegensatz zur phloridzindiabetischen Leber auch durch reich- 
liche Zufuhr von Kohlenhydraten nicht von ihrem Fett befreit 
werden kann. Die Beobachtungen von Neubauer, daf phos- 
phorvergiftete Tiere durch Kohlenhydratfiitterung linger am 
Leben erhalten werden k6nnen, und neuere Beobachtungen 
anderer Forscher, dafi durch Kohlenhydratzufuhr die Eiweib- 
zersetzung beim phosphorvergifteten Tier eingeschrainkt werden 
kann, fiigt sich ebenfalls in den Rahmen unserer Befunde. 
Das Studium der Fettzersetzung hat bei der Phosphor- 
vergiftung deshalb immer ein besonderes Interesse beansprucht, 
weil man eine Herabsetzung der oxydativen Zelleistungen am 
ehesten durch eine Einschrinkung der Fettzersetzung erkennen 
zu kénnen glaubte. Ob eine etwaige mangelnde Verwertung 
des Sauerstoffs in den Zellen bei der beschriebenen Hemmung 
des vorbereitenden Fettabbaues in Betracht kommt, entzieht 
sich bei dem noch in den hauptsichlichsten Punkten unklaren 
Mechanismus desselben unserer Wahrnehmung, wird aber durch 
die folgenden Beobachtungen sehr wenig wahrscheinlich. Aus 
den folgenden Versuchen 28, 29 und 30 ergibt sich, dab beim 
Hinzufiigen von Substanzen (Butterséure, Isovaleriansaure), die 
in der normalen Leber starke Acetessigsiurebildner sind, auch 
in der Phosphorleber die Acetonbildung wesentlich gesteigert 
werden kann. Im Versuch 28 ist der unter Butterséiurezusatz 
erhaltene Wert zwar etwas niedrig, wenn auch deutlich erhoht, 
wohl die Folge mangelhafter Durchblutungstechnik in diesem 
Versuche. In Versuch 29 (Buttersiure) und 30 (Isovalerian- 
siiure) entsprechen die Acetonwerte von 100 und 96 villig 
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den unter Zusatz dieser Substanzen an normalen Lebern ge- 
wonnenen Zahlen. Von einer Behinderung oder wesentlichen 
Herabsetzung der oxydativen Zelleistung kann daher kaum 
die Rede sein. Anders scheint es mit der Acetonbildung unter 
Umstiinden zu sein, wenn synthetische Prozesse in Frage 
kommen. Durch Zufiigen von Essigsiure zum Durchblutungs- 
blut wurde in einem Versuche (32) die Acetonbildung in dem 
Mae gesteigert, wie es Loeb an der normalen Leber ge- 
funden hat, in dem anderen Versuch (31) bleibt die Steigerung 
vollig aus. Da wir hier jedoch nur zwei einander wider- 
sprechende Ergebnisse haben, wollen wir zur Frage, ob etwa 
die Synthese von Acetessigséure aus Essigsaure (und vielleicht 
auch andere Acetylierungsvorgénge) bei der Phosphorvergiftung 
gestort sind, nicht weiter Stellung nehmen. 

In den letzten Versuchen dieser Reihe haben wir schlieB- 
lich Phosphorlebern mit Aminoséuren (Leucin und Tyrosin) 
durchstro6mt und erhielten namentlich beim Tyrosin, gegeniiber 
Versuchen an normalen Lebern unter Zusatz dieser Substanzen 
durchweg niedrigere Werte. Es braucht dies aber nicht durch 
mangelhafte oxydative Leistungen begriindet zu sein, sondern wird 
wohl besser erklart durch eine Schadigung des Desamidierungs- 
vermogens bei der Phosphorvergiftung, fiir deren Vorhanden- 
sein auch sonst noch manche Anhaltspunkte gegeben sind. 


Ill. SchluBfolgerungen. 


Uberblicken wir die an der isolierten Leber phosphor- 
vergifteter Tiere bis jetzt nachgewiesenen Stérungen des Stoff- 
wechsels, so handelt es sich um Stérungen des Kohlenhydrat- 
und des Fettstoffwechsels. 

Die ersteren bestehen fast ausschlieBlich in einer St6rung 
der Synthese der Milchsaure zu Zucker, letztere in einer Hem- 
mung des Fettabbaues, die sich allerdings nur auf die ersten 
Stadien desselben bezieht. Zugefiihrte niedere Fettséuren ver- 
mag die Phosphorleber in normaler Weise zu oxydieren. 

Eine Stérung des Oxydationsvermégens liegt also, wie 
auch die nachfolgende Arbeit von Isaac und Loeb bestatigen 
wird, nicht vor. Da8 die oxydativen Fahigkeiten, die bei all- 
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gemeiner Schiadigung der Zelle, z. B. durch Narkotika, am 
ehesten eine Einschrinkung erfahren, hier nicht betroffen sind, 
weist vielleicht darauf hin, da’ nur bestimmte Molekular- 
komplexe des Zellprotoplasmas geschiadigt sind. 

Daf die Bildung und Fixierung des Glykogens, deren 
schwere Schidigung wir friiher beim phosphorvergifteten Tier 
in vivo nachgewiesen haben, an bestimmte, sogar morpho- 
logisch definierte Bestandteile der Zelle gebunden sind, haben 
die Untersuchungen Arnolds!) wahrscheinlich gemacht. 

Die Art der Veranderung des Fettstoffwechsels legt es 
sehr nahe, daB hierfiir ebenfalls eine besondere Schidigung 
bestimmter Zellbestandteile, naimlich der Lipoide, verantwort- 
lich zu machen ist, womit ein friiherer Befund Heffters 
iibereinstimmt, demzufolge bei Phosphorintoxikation die Menge 
der Phosphatide in der Leber abnimmt. 

Ob auch das Ausbleiben der Zuckersynthese aus Milch- 
siiure, die an sich keine oxydative Reaktion ist, durch &hn- 
liche elektive Schidigungen bestimmter Molekularkomplexe 
zustande kommt, kann vorliufig nicht entschieden werden. 

Mag diese spezielle Frage auch in suspenso bleiben, so 
kann es doch keinem Zweifel unterliegen, daB der Ausfall 
einer derartigen lebenswichtigen Funktion fiir den Stoffwechsel 
des Gesamtorganismus von grOBter Bedeutung sein muB. 

Frank und ich haben schon friiher darauf hingewiesen, 
wie hierdurch einige der kardinalen Vergiftungserscheinungen 
sich zwanglos erkliren lassen. Man braucht angesichts des 
Vorhandenseins derartiger, in der Leber lokalisierbarer funk- 
tionellen St6rungen zur Erklarung des Vergiftungsbildes keines- 
wegs auf eine Erkrankung anderer Organsyteme zu rekurrieren, 
etwa des chromaffinen Systems, wie dies Porges getan hat, 
und der Leber nur eine sekundiére Rolle zuzuweisen, aus der 
Analogie heraus, daf} auch hier ein Schwinden des Blutzuckers 
mit Temperatursturz das Charakteristikum der Nebennieren- 
insufficienz sei. Wir wollen hierbei davon absehen, daf gegen 
die von Porges beigebrachten experimentellen Beweise hierfiir 
mancherlei Einwande moglich sind. 


‘) Arnold, Virch. Arch., Bd. 193, S. 174. 
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Keineswegs wollen wir aber ausschlieBen, daB neben 
der Erkrankung der Leber noch andere Organsysteme ge- 
schadigt sein kOénnen, und es liegt nahe, dabei an solche zu 
denken, bei denen dhnlich wie in der Leber eine Stérung 
mit dem Kohlenhydratstoffwechsel in Beziehung stehender Syn- 
thesen in Betracht kommen kann. Verschiedene Beobachtungen, 
die wir im Verlauf unserer Untersuchungen machen konnten, 
weisen in dieser Beziehung auf die Muskeln hin. Die Mit- 
teilung der Ergebnisse dieser Untersuchungen soll einer spi- 
teren Arbeit vorbehalten bleiben. 








Uber synthetische Zuckerbildung in der kinstlich durch- 
strémten Leber. 


II. Mitteilung. 


Von 
Karl Baldes und Fritz Silberstein. ') 





Mit 18 Kurvenzeichnungen im Text. 
(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Marz 1917.) 


In einer kirzlich verdéffentlichten Untersuchung von 
Embden, Schmitz und Wittenberg?) konnte  gezeigt 
werden, dafi bei der DurchstrOmung der Leber phloridzin- 
vergifteter Hungerhunde mit einer Emulsion gewaschener 
Hundeblutkérperchen in Ringer-Loésung nur eine geringfiigige 
Zuckerbildung auftritt, die vor allem in der ersten Zeit der 
Durchstr6mung erfolgt. Nach einer halben Stunde beginnt im 
Leerversuch die Kurve der Zuckerbildung auSerordentlich flach 
zu verlaufen. In einer grodSeren Reihe von Leerversuchen 
betrug die Zuckerbildung wahrend der zweiten Versuchsperiode, 
d. h. wéhrend der ganzen Versuchsdauer nach der ersten 
halben Stunde (die zweite Versuchsperiode schwankte zwischen 
40 und 50 Minuten) zwischen 0,007 und 0,022°/o. 

Wurde nach Ablauf der ersten halben Stunde dem Durch- 
blutungsblut eine zuckerbildende Substanz hinzugefiigt, so war 
der Verlauf der Zuckerbildungskurve ein ganz anderer. Als 
Zuckerbildner von ganz besonderer Starke erwies sich nament- 
lich das Dioxyaceton. Die Zuckerbildung aus Dioxyaceton be- 


‘) Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen wurden 
im Sommersemester 1914 abgeschlossen. 

*) Embden, Schmitz und Wittenberg, Uber  synthetische 
Zuckerbildung in der kiinstlich durchstrémten Leber. Diese Zeitschrift, 
Bd. 88, 1913, S. 210. 
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trug unter Umstanden mehr als das zehnfache der entspre- 
chenden Leerversuche. 

Ebenso wie Dioxyaceton zeigte auch d-l-Glycerinaldehyd 
ein sehr starkes Zuckerbildungsvermogen, nur daf hier nicht 
wie in den Dioxyacetonversuchen ausschlieBlich d-Glucose, 
sondern — mindestens ganz vorwiegend — d-Sorbose auftrat. 

Auf die Schluffolgerungen, die Embden, Schmitz und 
Wittenberg aus ihren Versuchen zogen, soll hier im ein- 
zelnen nicht eingegangen werden. Es sei nur erwahnt, dab 
sie insbesondere in der Bildung von d-Sorbose aus d-l-Glycerin- 
aldehyd einen Beweis dafiir erblickten, dai diese Triose ohne 
intermediare Verkiirzung der Dreikohlenstoffkette und unter 
Beibehaltung ihrer sterischen Anordnung in ein Hexosemolekil 
eintreten kann. 

Weitere Versuche nahmen Embden, Schmitz und Wit- 
tenberg unter Zusatz von Glycerin vor. Die nach Glycerin- 
zusatz beobachtete Vermehrung der Zuckerbildung war aber 
zu gering, um sichere Schliisse aus ihr ziehen zu k6nnen. 

In einer Arbeit von Embden und Griesbach') wurde 
dann gezeigt, dai unter den in Frage kommenden Versuchs- 
bedingungen auch d-Sorbit im Gegensatz zum d-Mannit und 
zum Dulcit die Zuckerbildung in der durchbluteten Leber sehr 
erheblich steigert. Hier handelt es sich offenbar um oxydative 
Dextrosebildung unter intermediirem Auftreten von Liivulose. 

Bereits in der Arbeit von Embden, Schmitz und Wit- 
tenberg wurde darauf hingewiesen, dafi es bei der in Frage 
kommenden Versuchsanordnung sich nicht darum_ handelt, 
welche Substanzen tiberhaupt im Tierkérper und speziell in 
der Leber in Zucker umgewandelt werden kOnnen, sondern 
vielmehr darum, bei welchen Korpern diese Umwandlung mit 
besonderer Leichtigkeit geschieht. 

So hat sich z. B. Glycerin unter den verschiedensten 
Bedingungen beim normalen und diabetischen Tiere als Gly- 
kogen- bezw. als Zuckerbildung erwiesen, ohne dal die 
Substanz unter den von Embden, Schmitz und Witten- 





1) Embden und Griesbach, Uber Milchsdure- und Zuckerbildung 
in der isolierten Leber. Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 251, 1914. 
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berg gewiahlten Versuchsbedingungen, wie bereits oben er- 
wihnt, deutlich Zucker bildet. 

Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden mit Milch- 
siure, mit Glycerinsiure, mit Glykolaldehyd und mit Brenz- 
traubensiure angestellt. 

Wir wahlten gerade diese eben erwahnten Substanzen, um 
Anhaltspunkte fiir den Chemismus der Umwandlung von Milch- 
siure in Traubenzucker, die heute als eine gesicherte Tat- 
sache betrachtet werden kann, zu gewinnen. 

Nachdem die dieser Arbeit zugrunde liegenden Unter- 
suchungen nahezu abgeschlossen waren, erschien eine Ver- 
Offentlichung von Barrenscheen,') die sich zum Teil mit der 
Einwirkung der gleichen Substanzen auf die Zucker- und auch 
auf die Glykogenbildung in der isolierten Warmbliiterleber 
beschaftigt. 

Es werden hauptsiachlich zwei verschiedene Anschau- 
ungen liber den Chemismus der Synthese von Traubenzucker 
aus Milchsdure vertreten. Parnas und Bar?) haben die Vor- 
stellung geiiuBert, daB der Weg von der Milchsiure zum Zucker 
iiber Glycerinsiure, Glykolaldehydcarbonséure und Glykolalde- 
hyd fiihre. 3 Molekiile Glykolaldehyd sollen nach ihnen zu 
1 Molekiil Traubenzucker zusammentreten. 

Eine abweichende Anschauung d4uBerten Embden und 
M. Oppenheimer.*) Nach ihrer Ansicht wird die Milchsaure 
in Triose umgelagert und die entstandene Triose kondensiert 
sich unter dauernder Erhaltung des Dreikohlenstoffskeletts zum 
Zucker. 

Auch Dakin und Dudley,‘*) die als Zwischenprodukt 
zwischen Milchséure und Triosen beim Aufbau des Zucker- 


') H.K. Barrenscheen, Uber Glykogen- und Zuckerbildung in 
der isolierten Warmbliiterleber. Bioch. Zeitschr., Bd. 58, 1914, S. 277. 

?) Parnas und Baer, Uber Zuckerabbau und Zuckeraufbau im 
tierischen Organismus. Bioch. Zeitschr., Bd. 41, S. 386, 1912. 

3) Embden und M. Oppenheimer, Uber den Abbau der Brenz- 
traubensdure im Tierkérper. Bioch. Zeitschr., Bd. 45, S. 186, 1912. 

*) H. D. Dakin und H. W. Dudley, The interconvenion of a-Amino- 
Acids, a-Hydroxy-Acids and a-Ketonic Aldehydes. Part. If. Journal of 
biol. chem.,Bd. 15, 1913, S. 127. 
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molekiils Methylglyoxal annehmen, vertreten die Anschauung, 
daf das Dreikohlenstoffskelett bei der Umwandlung von Milch- 
sdiure in Zucker erhalten bleibt. 

Durch die eingangs erwahnten Untersuchungen von 
Embden, Schmitz und Wittenberg itiber die Bildung von 
d-Sorbose aus d-l-Glycerinaldehyd darf es zwar als endgiiltig 
erwiesen angesehen werden, daf Glycerinaldehyd unter Er- 
haltung seines Dreikohlenstoffskeletts sich am Zuckeraufbau 
beteiligen kann. Damit ist aber natiirlich noch keineswegs 
der Beweis erbracht, dab Milchsaéure, sei es direkt, sei es auf 
dem Wege iiber Methylglyoxal in Triose umgelagert werden kann. 

Wenn Milchséure in der kiinstlich durchstrémten Leber 
in Traubenzucker tibergeht — und wir werden gleich sehen, 
daB dies in der Tat der Fall ist —, so ist von vornherein 
anzunehmen, daf die bei dieser Synthese in Betracht kom- 
menden intermediiren Produkte leichter oder mindestens 
ebenso leicht wie Milchsiure unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen Zucker bilden kénnen. 

Geht der Weg von der Milchsiure zum Zucker iiber 
Glycerinsaure und Glykolaldehyd, so ist demnach zu erwarten, 
daB diese beiden Substanzen unter den Versuchsbedingungen, 
unter denen Milchsiure Zucker bildet, ebenfalls in Zucker 
iibergehen. . 

Wir wollen nun zunichst die Ergebnisse unserer Ver- 
suche mitteilen. 

Beziiglich der Technik der Durchblutungsversuche haben 
wir den Angaben von Embden, Schmitz und Wittenberg 
und von Embden und Griesbach nur wenig hinzuzufiigen. 
Wir wollen nur erwihnen, daf wir in dem grdferen Teil der 
Versuche statt gewaschener Hundeblutkérperchen gewaschene 
Rinderblutkérperchen anwendeten. Embden und Griesbach 
haben bereits darauf hingewiesen, daf die in Leerversuchen 
unter Anwendung von gewaschenen Rinderblutkorperchen auf- 
tretende Zuckerbildung eher geringer ist als in den entspre- 
chenden Versuchen mit gewaschenen Hundeblutkorperchen. 

Das defibrinierte Blut — meist etwa 2000 ccm — wurde 
zentrifugiert und nach Entfernung des Serums dreimal mit trau- 
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benzuckerfreier Ringer-Lésung gewaschen. Die gewaschenen 
blutkérperchen wurden mit traubenzuckerfreier Rin ger-Loésung 
auf °/4 des urspriinglichen Blutvolumens aufgefiillt. Die ersten 
200—500 ccm Blut, die der Leber entstrémten, wurden beseitigt. 
Die weiteren Einzelheiten der Versuchsanordnung gehen aus 
dem tabellarischen Protokollauszug am Ende der Arbeit hervor. 

Auch wir haben zuniéchst noch drei Leerversuche mit 
gewaschenen Rinderblutkérperchen angestellt, die in Tabelle 1 












































Tabelle 1. Leerversuch. 

| | | Zuckergehalt in Prozenten der Durchstrémungs- | Zucker- 
Datum | Nr. | Nr. | fliissigkeit | ee 
des des |— 2 ’ l | zweiten 
des |, Yor | Nach | Nach | Nach | Nach| Nach | Nach | Nach | Nach|Nach| —Ver- 
roto-| Ver- | Ver- - | suchs- 
er suchs-| 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | Suen” 

Versuchs kolls | suchs| beginn | Min. | Min, | Min. | Min.} Min. | Min. | Min. | Min.| Min. | ? 
| | #*- 7 ei cts e| F|@| uit K | %/o 
27. X%.13 vi 1 | 0,003 oot 011\0,017 0,014 0,011 0,01510,018 0,01810,018) 0,001 

| 5 

24. XI. 13 | XI 2 | 0,003 | pe ,010|0,029 ene oa 0,030 0,031|0,033'0,037; 0,008 
17. XI. 13} XV| 3 | —  (0,012/0,015) — |0,015/0,015/0,016,0,014 0,014.0,015 0,00 
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Versuch 3. Leerversuch. 


(Versuch 1—3) zusammengestellt sind. In diesen Leerver- 
suchen wurden vor Beginn der zweiten Versuchsperiode — 
also nach einer Versuchsdauer von 30 Minuten — 200 ccm 
Ringer-Losung der Durchstroémungsfliissigkeit unter starkem 
Riihren zugefiigt. Die Zuckerbildung wahrend der zweiten 
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Versuchsperiode ist in allen Versuchen auferordentlich gering. 
Im Versuch 1 ist am Schlusse des Versuchs nur 1 mg®/o Zucker 
mehr vorhanden als nach 30 Minuten. Hierbei ist allerdings 
zu beriicksichtigen, dafi im Anfang der zweiten Versuchs- 
periode der Zuckergehalt etwas absinkt. In Versuch 2 werden 
8 mg°/o Zucker wéhrend der zweiten Versuchsperiode gebildet 
und in Versuch 3 findet tiberhaupt keine Zuckerbildung wih- 
rend der zweiten Versuchsperiode statt. Sehr deutlich gehen 
diese Verhidltnisse aus den graphischen Darstellungen der 
Leerversuche Figur 1—3 hervor. Der Augenblick des Zu- 
satzes von Ringer-Lésung ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. 

In Tabelle 2 sind vier Versuche unter Zusatz von je 10 g 
d-l-Milchsaure zusammengestellt (in Versuch 5 wurden nur 7 g 
Milchsaure verwandt). Die Milchséure war mit Ammoniak neu- 
tralisiert. Der Zusatz der Substanz erfolgte wie in allen friiheren 
Versuchen nach Ablauf von 30 Minuten. Die 2u dieser Zeit 
zugesetzte Fliissigkeitsmenge betrug auch hier stets 200 ccm. 

Aus den 4 Versuchen der Tabelle 2 geht tibereinstim- 
mend hervor, dafi Milchséure die Zuckerbildung in der phlo- 
ridzindiabetischen Leber unter den von uns gewahlten Ver- 
suchsbedingungen deutlich zu steigern vermag. Die Zucker- 
bildung wéihrend der zweiten Versuchsperiode schwankte, 
titrimetrisch bestimmt, zwischen 0,038°/o in Versuch 4, wo 
die zweite Periode nur 30 Minuten dauerte, und 0,062°/o in 
Versuch 7, in dem Rinderblut zur Anwendung gelangte. Die 
Steigerung der Zuckerbildungskurve durch Milchséurezusatz 
geht besonders deutlich auch aus den Kurvenzeichnungen der 
Versuche 4—7 hervor. Auch hier und in allen folgenden 
Kurvenzeichnungen ist der Augenblick des Substanzzusatzes 
durch einen Pfeil gekennzeichnet. 

Wir haben uns davon tiberzeugt, dafi die auftretende 
reduzierende Substanz vergiarbar ist. 

Neben der titrimetrischen Bestimmung haben wir in einem 
Teil der Versuche den Zucker auch polarimetrisch bestimmt. 
Wenn auch die polarimetrischen Bestimmungen im einzelnen 
von den titrimetrisch ermittelten Werten zum Teil nicht ganz 
unerheblich abweichen, was bei der Kleinheit der abgelesenen 
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Drehungswinkel nicht wundernehmen kann, so fihrten doch 
im Prinzip beide Methoden zum gleichen Ergebnis. 
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Mit Glycerinséure wurden ebenfalls 4 Versuche vor- 
genommen. Aus der Tabelle 3 (Versuch 8—i1) und aus den 
Kurvenzeichnungen 8—11 geht hervor, dai die Zuckerbildung 
in der zweiten Versuchsperiode zwischen 0,010°/o in Versuch 
9 und 0,018°/o in Versuch 11 schwankte. Nirgends erreicht 
also die Zuckerbildung wahrend der zweiten Versuchsperiode 
den in friiheren Leerversuchen beobachteten Maximalwert. 

In Versuch 11 sind tiber den titrimetrisch ermittelten 
Werten auch die polarimetrisch gewonnenen angegeben. Sie 
liegen zum grdften Teil merklich héher als die Reduktions- 
werte, der Gesamtverlauf der Zuckerbildungskurve ist aber 
ein sehr dhnlicher wie der auf Grund der Titration ermittelte, 
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Karl Baldes und Fritz Silberstein, 
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und die polarimetrisch bestimmte Zuckerbildung wiihrend der 
zweiten Versuchsperiode ist sogar etwas geringer als die auf 
Grund der Reduktionsbestimmungen berechnete. 
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Mit diesem negativen Ergebnis unserer 4 Glycerinsiure- 
versuche steht das positive Resultat in Widerspruch, das 
Barrenscheen in dem einen von ihm unter Zusatz von 
Glycerinsdure angestellten Versuche erhielt.') 

Die Ergebnisse von 5 Versuchen unter Zusatz von Glykol- 
aldehyd sind in Tabelle 4 (Versuch 12—16) zusammengestellt. 

Hier ist eine titrimetrische Bestimmung ebensowenig wie 
in den friiheren Versuchen von Embden, Schmitz und Wit- 
tenberg mit Glycerinaldehyd und Dioxyaceton médglich. 

Die Versuche wurden zum Teil mit Rinderblutkérperchen-, 
zum Teil mit Hundeblutkérperchenaufschwemmung ausgefiihrt. 
Die Glykolaldehydlésung wurde unmittelbar vor dem Versuch 
aus ganz reiner Dioxymaleinséiure nach den Vorschriften von 
Nef?) dargestellt. Hierbei ist es fiir den Verlauf der Reaktion 





1) F.K. Barrenscheen, a.a.O., S. 298. 
*) Nef, Darstellung von Glykolaldehyd tber Trioxybernsteinsdure. 


Ann. d. Chem., Bd. 357, S. 290, 1907. 
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giinstig, wenn man hin und wieder kleine Tonstiickchen in 
Es wurden fiir jeden Versuch 27 g 


die Fliissigkeit wirft. 
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Glykolaldehyd. Versuch 12. 
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Glykolaldehyd. Versuch 13. 
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Glykolaldehyd. Versuch 15. 
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Glykolaldehyd. Versuch 16. 


Dioxymaleinsaéure verwendet, woraus sich theoretisch nicht 


ganz 11 g Glykolaldehyd berechnen. 


Bekanntlich ist aber 


nach den Erfahrungen Nefs die Umwandlung der Dioxymalein- 
saure in Glykolaldehyd niemals vollstaéndig. Zum Schlu8 wurde 
die saure Reaktion der Fliissigkeit unter guter Abkiihlung durch 


Zusatz von Ammoniak beseitigt. 


Die so gewonnene Fliissig- 


keit wurde direkt zum Versuch verwendet, wiederum unter 
Auffiillung auf ein Volumen von 200 cem. 
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In keinem der Versuche konnte eine Steigerung der 
Zuckerbildung durch den Glykolaldehydzusatz beobachtet werden, 
im Gegenteil in dreien der Versuche (Versuch 12, 14 und 15) 
tritt wahrend der zweiten Versuchsperiode keinerlei Zucker- 
bildung ein, was ja auch in einem Teil der Leerversuche 
beobachtet wurde. 

Die in den beiden anderen Versuchen (Versuch 13 und 14) 
beobachtete Zuckerbildung wihrend der zweiten Versuchs- 
periode bleibt durchaus innerhalb der friiher fiir die Leerversuche 
festgestellten Grenzen. 

Auch hier weichen unsere Ergebnisse von denen Barren- 
scheens ab, der indem einen von ihm vorgenommenen Versuche 
deutliche Zuckerbildung aus Glykolaldehyd beobachtete. ') 

Methaimoglobinbildung im Blute konnte in keinem Falle 
beobachtet werden, trotzdem das Blut wahrend der zweiten 
Versuchsperiode fortlaufend spektroskopisch untersucht wurde. 

Auch dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen 
Barrenscheens, der bei Verwendung von Glykolaldehyd in 
groferer Konzentration nach wenigen Minuten ein fast voll- 
stiindiges Verschwinden des Oxyhimoglobins unter Auftreten 
von Methimoglobin bemerkte. ?) 

Wir haben also an sich keine Veranlassung, das Ausbleiben 
der Zuckerbildung aus Glykolaldehyd auf eine Giftwirkung 
zuriickzufiihren, beabsichtigen diese Frage aber noch besonders 
zu priifen. In bezug auf die Zuckerbildung bleibt der Widerspruch 
zwischen unseren negativen Befunden in fiinf tibereinstimmen- 
den Versuchen und dem einem Versuch Barrenscheens, der 
ein positives Ergebnis hatte, also unaufgeklart. 


1) Barrenscheen, a.a.O., S. 300 und 301. 

*) Barrenscheen, a.a.QO., S. 290. 

Barrenscheen macht die Angabe, daf nicht nur Glykolaldehyd, 
sondern auch Glycerinaldehyd bereits in einer Konzentration von 
0,3°/o nach wenigen Minuten eine unmittelbar erkennbare Methimo- 
globinbildung im Blute bei einer Temperatur von 39° hervorruft. Wir 
kénnen die Richtigkeit dieser Angabe fiir Glycerinaldehyd ebenso- 
wenig wie fiir Glykolaldehyd (von letzterem verwendeten wir sorgfaltig 
neutralisierte Lésungen) bestatigen. Eine allm&hlich einsetzende Met- 
himoglobinbildung ist uns zwar aus unseren anfanglichen Versuchen mit 
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Paul Mayer!) konnte nach subcutaner Zufuhr von 8 —10 g 
Glykolaldehyd bei Kaninchen Traubenzuckerausscheidung _be- 
obachten, deren Herkunft aus dem eingefiihrten Glykolaldehyd 
er angesichts der durch den Glykolaldehyd hervorgerufenen Ver- 
giftungssymptome selber nicht fiir bewiesen halt. 

In der jiingsten Zeit haben Sansum und Woodyatt?) 
Glykolaldehydversuche an maximal mit Phloridzin vergifteten 
Hunden ausgefiihrt. Ihre Ergebnisse waren derart, daB sie sich 
liber die Frage, ob Glykolaldehyd unter den von ihnen gewihlten 
Versuchsbedingungen tiberhaupt in Zucker tibergehen kann, 
nur mit grobter Vorsicht aufern. 

Wenn Glykolaldehyd in unseren Durchblutungsversuchen 
nicht in Zucker tibergeht, so ist damit natiirlich keineswegs 
ausgeschlossen, dafi unter anderen Umstanden diese Umwand- 
lung erfolgt. So mdchten wir glauben, daf die Méglichkeit der 
Umwandlung von Glykolaldehyd in Traubenzucker fiir die kiinst- 
lich durchstrémte Schildkrétenleber durch den Versuch von 
Parnas und Baer’) als erwiesen betrachtet werden darf. 

In den Versuchen von Barrenscheen wurden die auf 
Zuckerbildung in der isolierten Leber zu priifenden Substanzen 
dem Durchblutungsblut sofort bei Versuchsbeginn zugesetzt, 
in unseren Versuchen erst nach 30 Minuten. Es erscheint 
nicht als ausgeschlossen, dah in unseren Versuchen wahrend 
der halbstiindigen Durchblutung schon eine starke Schadigung 
der Leber in ihrem Zuckerbildungsvermégen eintrat. 





Glycerinaldehyd bekannt. Die Methimoglobinbildung blieb aber bei zwei- 
stiindigem Stehen des Glycerinaldehyds mit Blutkirperchen und ebenso 
bei einstiindigen Durchblutungsversuchen entweder vollstaéndig aus oder 
trat erst gegen Ende des Versuches in spektroskopisch eben erkennbaren 
Spuren auf, als wir den Glycerinaldehyd griindlicher reinigten. Die zur 
Methamoglobinbildung fiihrende Verunreinigung des Glycerinaldehyds, die 
sich anscheinend bereits in einem stechenden Geruch des trockenen 
Praparates zu erkennen gibt, kann durch mehrfaches griindliches Waschen 
mit absolutem Alkohol leicht beseitigt werden. Embden. 

') P. Mayer, Experimentelle Beitrage zur Frage des intermediiren 
Stoffwechsels der Kohlenhydrate. Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 135, 1903. 

2) W.D. Sansum und R. T. Woodyatt, Studies of the Theory of 
Diabetes. III. J. of Biol. Chem., Bd. 17, 1914, S, 521. 

*) |. Parnas und I. Baer, Uber Zuckeraufbau und Zuckerabbau 
im tierischen Organismus. Bioch. Zeitschr., Bd. 41, S. 386, 1912. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. C. 4 
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Fiir unsere Fragestellung kommt es aber, wie bereits 
erwithnt, nicht darauf an, ob Glykolaldehyd in der kiinstlich 
durchstromten Leber oder im Gesamtorganismus iiberhaupt in 
Zucker tibergehen kann, sondern darauf, ob der Hauptweg 
der Umwandlung der Milchsaure in Traubenzucker tiber Glycerin- 
siure und Glykolaldehyd fiihrt. 

Aus den Versuchen der vorliegenden Arbeit geht 
hervor, daf Milchséure in der kiinstlich durchstr6m- 
ten Hundeleber regelmafig eine Steigerung der Zucker- 
bildung hervorruft, und daB unter den genau gleichen 
Versuchsbedingungen Glycerinséiure und _ Glykol- 
aldehyd ohne erkennbaren EinfluB auf den Umfang der 
Zuckerbildung sind. 

Diese Tatsachen sprechen jedenfalls nicht fiir die An- 
nahme, dafi die Umwandlung der Milchsiéure in Traubenzucker 
auf dem von Parnas und Baer angenommenen Wege erfolgt, 
dagegen steht das bisher vorliegende Beobachtungsmaterial im 
besten Einklang mit der von O. Porges,') sowie von Embden 
und Oppenheimer?) und von Dakin und Dudley?) geiiuferten 
Vorstellung, daB die Umwandlung der Milchsiure durch Um- 
lagerung in Triose (Dakin nimmt hierbei die intermediire 
Bildung von Methylglyoxal an) geschieht, von der dann zwei 
Molekiile sich zu Hexose kondensieren. Denn aus den mehr- 
fach erwiihnten Versuchen von Embden, Schmitz und 
Wittenberg geht hervor, dafi unter den Versuchsbedingungen 
dieser Arbeit Dioxyaceton und Glycerinaldehyd erheblich leichter 
als Milchsiure und ganz im Gegensatz zu Glykolaldehyd in 
Hexose umgewandelt werden konnen. 

Nachdem. wir gezeigt hatten, dafi Milchsaure in der kiinst- 
lich durchstrémten Leber den Umfang der Traubenzucker- 


‘) 0. Porges, Uber den Abbau der Fettsiuren im Organismus. 
Erg. d. Physiologie, Bd. 10, 1910, S. 46. 

?) Embden und M. Oppenheimer, Uber das Verhalten der 
srenztraubensdure im Tierkdrper. Bioch. Zeitschr., Bd. 45, S. 187, 1912. 

*) H. D. Dakin und H.W. Dudley, The interconvenion of a-Amino- 
Acids, a-Hydroxy-Acids and a-Ketonic Aldehydes. Part. II. J. of Chem., 


Bd. 15, 1913, S. 127. 
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bildung deutlich zu steigern vermag, haben wir auch eine 
Substanz untersucht, die in Durchblutungsversuchen ihrerseits 
leicht in Milchséure umgewandelt wird, niimlich die Brenz- 
traubensdure.') Zwei derartige Versuche, in denen die Zucker- 
bildung naturgeméS nur auf polarimetrischem Wege verfolgt 
werden konnte, finden sich in Tabelle 5, Versuch 17 und 18. 



































Tabelle 5. Brenztraubensdaure. 
ow Zuckergehalt in Prozenten der Durchstrémungs- | Zucker- 
Nr. © : : © pores 
Datum } | Nr. fliissigkeit Pe se 
des | °"* | des | peor | | | i mn [| sweiten| Bemer- 
‘ Pro-| | yor | Nach | Nach| Nach | Nach | Nach | Nach | Nach| Nach} Nach| Ver- | 
Ver- | io} leuchs-| 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 6 | 7 | 80 | 90 | oe hoe 
suchs |, ong Such} begin | Min. | Min. | Min. | Min. | Min. | Min. | Min.| Min, | Min. | P°"O°° 
A |B] c|D/|E|]F/]G@|H] Tr { ki % | 
a ee | 7 7 
Ss 3n | | sail | | | atid ~, | Rinder- 
{3 [XIII] 17 | 0,010 0,021 0,016 0,023 0,021 0,031 0,026 0,029 0,031 0,036) 0,013 44 
| | | | | | | | 
Ff | | ee | 
11. XIL| <-exr | | _s | Pn Le | _.| | Rinder- 
13 [XIV] 18 0,00 0,00 0,026 0,026 0,031 0,041 0,041 0,052 0,052 0,052) 0,026 1, 
: | j | | | 














In Versuch 17 erreicht die Zuckerbildung innerhalb der 
zweiten Versuchsperiode (0,013°/o) nicht den friiher in Leer- 
versuchen gefundenen Maximalwert, in Versuch 18 _ iiber- 
schreitet sie diesen Wert nur um ein so Geringes (0,026°/o 
gegen 0,022°/o), daf wir daraus irgend welche Schliisse nicht 
ziehen mochten, zumal die polarimetrische Bestimmung bei 
der Kleinheit der abgelesenen Drehungswinkel an sich mit 
grOBeren Fehlern als die titrimetrische behaftet ist. Der ne- 
gative Befund im Durchblutungsversuch (auch Barrenscheen?) 
beobachtete in dem von ihm mit Brenztraubensdure an- 
gestellten Versuch keine Zuckerbildung) spricht aber natiirlich 
keineswegs dagegen, da®B Brenztraubensiure im Gesamtorga- 
nismus unter geeigneten Versuchsbedingungen in Zucker wtiber- 
gehen kann. Im Gegenteil, die prinzipielle Méglichkeit dieser 
Umwandlung erscheint uns durch die Tatsache ihres Uber- 





1) Embden und M. Oppenheimer, Uber das Verhalten der 
Brenztraubensdure im Tierkérper. II. Mitteilung. Bioch. Zeitschr., Bd. 55, 
1913, S. 335. 

2) Barrenscheen, a.a.O., S. 299. 
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5O Karl Baldes und Fritz Silberstein, 


gangs in Milchsiure — auch im Durchblutungsversuch — 
erwiesen. Offenbar ist aber im Durchblutungsversuch die 
Umwandlung von Brenztraubenséure in Milchséure, die ja nur 
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Brenztraubensdure. Versuch 17. 
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Brenztraubensidure. Versuch 18, 










































































eine Nebenreaktion darstellt, nicht geniigend grof, um eine 
deutliche Zuckerbildung hervorzurufen. 

Die wesentlichsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
sind folgende: 

1. Die Milchséure erweist sich in der kiinstlich durch- 
str6mten Leber phloridzindiabetischer Hunde als deutlicher 
Zuckerbildner, was in Ubereinstimmung mit einem Versuche 
Barrenscheens steht. 

2. Unter den gleichen Versuchsbedingungen konnte eine 
Zuckerbildung aus Glycerinséure und Glykolaldehyd nicht be- 
obachtet werden. 

3. Aus den unter 1 und 2 mitgeteilten Tatsachen wird 
gefolgert, daf die Umwandlung von Milchséure in Trauben- 
zucker héchstwahrscheinlich nicht auf dem Wege iiber Gly- 
cerinséure und Glykolaldehyd sich vollzieht, jedenfalls nicht 
in der Hauptreaktion. Dagegen stimmen alle bisher beobach- 
teten Tatsachen mit der Annahme tiberein, daf die Umwand- 
lung von Milchséure in Traubenzucker auf dem Wege iiber 
Triose vor sich geht. 

4, Eine deutliche Beeinflussung der Zuckerbildung durch 
Brenztraubensaure konnte nicht beobachtet werden. Offenbar 
ist dazu die wahrend der Durchblutung aus Brenztraubenséure 
gebildete Milchsiuremenge zu gering. 
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Synthetische Zuckerbildung in der kiinst]. durchstrémten Leber. 
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Uber die Atmung der kiinstlich durchbluteten Phosphorleber.:') 


Von 
S. Isaac und A. Loeb. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16, Marz 1917.) 


Die bisher in der Literatur niedergelegten Untersuchungen 
des respiratorischen Stoffwechsels bei der Phosphorvergiftung 
sind auferordentlich widersprechend in ihren Ergebnissen. Seit 
dem vielfach zitierten Respirationsversuch Bauers,?) der bei 
einem phosphorvergifteten Hund, allerdings kurz vor dem Tode, 
eine sehr erhebliche Einschrankung des O,-Verbrauchs und 
der CO,-Produktion festgestellt hatte, konnte eine definitive 
Einigung tiber das Verhalten des Gaswechsels bei der Phos- 
phorvergiftung nicht erzielt werden. Einige der spateren Au- 
toren (Schneider,*) Welsch)*) fanden ebenfalls eine Herab- 
setzung der Oxydationen, die allerdings nicht so hochgradig 
war, wie sie Bauer festgestellt hatte, andere, wie Athanasiu 
und Lusk,®*) sprachen sogar die Ansicht aus, die P-Vergiftung 
erhOhe den respiratorischen Stoffwechsel. Eine gréfere, im 
vorigen Jahre erschienene Versuchsreihe von Hirz,*) der auch 
die gesamte Literatur unseres Gegenstandes zusammenstellt, 
hatte das Resultat, dafi der Gaswechsel sich in normalen 
Grenzen bewegt. 





') Diese Arbeit wurde im Sommersemester 1914 abgeschlossen. 

*) J. Bauer, Uber den Stoffumsatz bei der Phosphorvergiftung. 
Zeitschr. f. Biol., Bd. 7, S. 63, 1871. 

*) A. Schneider, Experimentelle Beitrage zur Kenntnis der Phos- 
phorvergiftung. Inaug.-Dissert. Wiirzburg 1894. 

*) Welsch, Recherches sur la pathogénie des lésions anatomiques 
dans l’intoxication phosphorée aigué. Arch. int. de Pharm. et de Thér., 
Bd. 14, S. 211, 1905. 

®) Lusk, Metabolism in phosphorus poisoning. American Journal 
of physiology, Bd. 19, S. 461, 1907. 

6) 0. Hirz, Uber den Einflu& des Phosphors auf den respiratori- 
schen Stoffwechsel. Zeitschr. f. Biol., Bd. 42, S. 187, 1913. 
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Auf eine Kritik der erwihnten, alteren Versuche wollen 
wir nicht eingehen, zumal eine solche bei O. Loewi') und 
auch bei Hirz zu finden ist. So viel soll nur hervorgehoben 
werden, daf sicher in einem Teil der Untersuchungen, die eine 
Herabsetzung der Verbrennungsprozesse ergaben, die Ver- 
suchstiere sich bereits im préagonalen oder agonalen Stadium 
befanden, so dai aus derartigen Experimenten auf eine spe- 
zifische P-Wirkung natiirlich nicht geschlossen werden kann. 
Man darf demnach sagen, dafi die vorliegenden differenten 
Resultate jedenfalls keine bindenden Schliisse zugunsten der 
Annahme einer Verminderung des Oxydationsvermégens des 
Organismus bei der P-Vergiftung zulassen. 

Bei dieser Sachlage war es naheliegend, im Rahmen der 
in vorstehender Arbeit des einen von uns mitgeteilten Ver- 
suches, auch die Atmung der isolierten, tiberlebenden Lebern 
phosphorvergifteter Tiere zu untersuchen, zumal es sich um 
das Organ handelt, das von der Giftwirkung am friihesten und 
empfindlichsten getroffen wird. Etwaige Anomalien der Oxy- 
dationsvorgiinge miissen daher bei einer solchen Versuchs- 
anordnung am reinsten zum Ausdruck kommen. 

Die experimentelle Grundlage fiir die im folgenden mit- 
zuteilenden Versuche war gegeben durch die in einer friiheren 
Arbeit von A. Loeb?) ermittelten Zahlen des O,-Verbrauchs 
iiberlebender Lebern von hungernden und phloridzinvergifteten 
Hunden. Die Methodik der vorliegenden Versuche entsprach 
daher vollstandig der in dieser Arbeit ausfiihrlich beschriebenen. 
Wir haben uns jedoch darauf beschrinkt, mit dem Barcroft- 
schen Apparate nur die Werte fiir den O,-Verbrauch zu er- 
mitteln und auf die Feststellung der CO,-Produktion aus den 
von A. Loeb friiher besprochenen Griinden zu verzichten. 
Alles weitere ergibt sich aus der Tabelle. 

In Kolonne 7 der Tabelle finden sich die Werte fiir den 
O,-Verbrauch bei 7 Respirationsversuchen. Betrachten wir zu- 
nachst die Resultate der beiden ersten Versuche, so schwanken 





1) 0. Loewi in v. Noordens Handbuch der Pathol. d. Stoffw., 


Bd. 2, S. 693, 1914. 
*) A. Loeb, Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 325, 1914. 
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58  S. Isaac u. A. Loeb, Uber Atmung durchbluteter Phosphorleber. 


die Werte fiir den O,-Verbrauch zwischen 32,8 und 53,6 ccm 
pro Kilogramm Leber und Minute. Unter genau den gleichen 
Versuchsbedingungen fand Loeb bei Hungerlebern, die eben- 
falls mit Rinderblutkérperchen-Suspensionen durchblutet waren, 
in 4 Versuchen Werte von 27,7—66,0 ccm pro Kilogramm und 
Minute. Von einer Herabsetzung der oxydativen Tatigkeit der 
Leber kann also nicht gesprochen werden, zumal nicht in 
Versuch 2, in dem es sich um die stark verfettete Leber 
eines schwer vergifteten Tieres handelte. Die in diesem Ver- 
suche gewonnenen Zahlen sind némlich noch relativ zu niedrig 
in Beriicksichtigung der Tatsache, daB in dieser Leber eine 
groBe Menge sich an den vitalen Prozessen nicht beteiligenden 
Fettes abgelagert war; sie wiirden hoéher sein, wollte man 
die O,-Werte nur auf das funktionierende Lebergewebe be- 
ziehen nnd sie z. B. in Relation zum N-Gehalte setzen. 

In den folgenden 3 Versuchen wurde statt mit gewaschenen 
Blutkorperchen mit Rinderblut durchstr6mt. Auch die hier er- 
haltenen Zahlen entfernen sich nicht wesentlich vom normalen 
Durchschnitt. 

In den beiden letzten Versuchen 6 und 7, in welchen 
dem Durchstrémungsblut Isovaleriansaéure bezw. Natriumacetat 
zugesetzt war, kommt die vermehrte oxydative Tatigkeit der 
Leber ebenfalls deutlich in den erhéhten Zahlen fiir den O,- 
Verbrauch zum Ausdruck, die vollstindig den Werten ent- 
sprechen, welche A. Loeb in anderen, noch nicht verd6ffent- 
lichten Versuchen bei der normalen, mit den genannten Sub- 
stanzen durchbluteten Hungerleber gefunden hat. 

Es ergibt sich also auch aus diesen Versuchen, in 
Ubereinstimmung mit den Resultaten der vorstehenden Arbeit 
von Isaac, daB bei der P-Vergiftung von einer Beeintrach- 
tigung der oxydativen Prozesse — wenigstens in der Leber 
— nicht die Rede sein kann. Es bleibt zweifelhaft, ob nicht 
sogar in einzelnen Fallen eine Steigerung der Oxydation vor- 


handen war. 


























Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung und 
Bildung der Enzyme. 


XIII. (vorlaufige) Mitteilung. 


Uber die Anderungen des Enzymgehaltes in Kefirkornern und 
in Bact. lactis acidi. 


Von 


Hans Euler. 


Nach Versuchen von E. Griese. 





Mit sechs Kurvenzeichnungen im Text. 





(Der Redaktion zugegangen am 6. April 1917.) 








Seit einer Reihe von Jahren habe ich mit mehreren Mit- 
arbeitern die Frage experimentell bearbeitet, durch welche 
chemischen Mittel und sonstigen Bedingungen der Enzymgehalt 
von Mikroorganismen, besonders von Hefen, beeinfluBt werden 
kann, unter welchen physikalischen Einfliissen also die Enzym- 
bildung') in der lebenden Zelle geschieht.*) 

Es hatte sich dabei, zunichst beziiglich der Invertase, 
ergeben, daB der Enzymzuwachs lebender Hefezellen, welcher 
unter dem Einfluf gewisser chemischer Substanzen eintritt, ein 
quantitativ gut reproduzierbarer Vorgang ist, welcher sich durch 
eine einfache, reaktionskinetische Forme] darstellen |aBt. 

Die untersuchten Enzymbildungen traten unter dem Ein- 





‘) Unter der Bezeichnung Enzymbildung fassen wir einstweilen, 
wie schon mehrfach betont wurde, die Ausbildung bezw. Vermehrung der 
zu einem Enzymsystem gehérigen Substanzen, also Enzyme, Coenzyme, 
Aktivatoren usw. in der lebenden Zelle zusammen. 

*) Euler und B. af Ugglas, Diese Zeitschr., Bd. 70, S. 279, 1911; 
Euler und D. Johansson, Diese Zeitschr., Bd. 76, S. 388 und Bd. 78, 
S. 246, 1912; Euler und H. Meyer, Diese Zeitschr., Bd. 79, S. 274, 1912; 
Euler und H. Cramér, Diese Zeitschr., Bd. 88, S. 430, 1913 und Biochem. 
Zeitschr., Bd. 58, S. 467, 1914. 
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60 Hans Euler, 


flu8 verschiedener Hexosen und Biosen ein,!) und es wurde 
bald gefunden, daB andere Stoffe, sogar solche, welche den 
Kohlenhydraten sehr nahe stehen, wie Milchséure und Mannit, 
die Fahigkeit der Zucker, die Enzymbildung hervorzurufen, 
nicht besitzen. 

Neuere Versuche haben gezeigt, da auch hinsichtlich des 
so interessanten Neubergschen Enzymes, der Carboxylase, 
eine Enzymbildung durch Vorbehandlung erreicht werden kann. 

Auch fiir die Bildung proteolytischer Enzyme bei ge- 
eigneter Vorbehandlung haben sich Anhaltspunkte ergeben.?) 

Der Vorgang der Enzymbildung in lebenden Zellen unter 
bestimmten chemischen und physikalischen Bedingungen diirfte, 
wie schon friiher mehrfach betont, fiir physiologische Fragen 
von wesentlicher Bedeutung sein. Insbesondere lassen sich 
wichtige Erscheinungen in der Bakteriologie, so besonders die 
Anderungen der Virulenz im wesentlichen auf Enzymbildungen 
unter dem Einflu8 chemischer Nahrungs- und Reizmittel zu- 
riickfiihren. 

Wie besonders die Versuche von Euler und Johansson 
gezeigt haben, ist die Bildung der Invertase in Hefezellen eine 
sehr exakt mefbare und gut reproduzierbare Erscheinung. Die 
Invertasewirkung konnte bei diesen Versuchen bis auf das 
10fache des urspriinglichen Betrages gesteigert werden. 

Immerhin ist bei der Hefe die Invertasewirkung von vorn- 
herein ziemlich grofi, so daB ihre Steigerung die Gesamtleistung 
der vorbehandelten Hefe nicht in auffallender Weise andert. 
Erheblich starker erwies sich schon der Effekt bei der Vor- 
behandlung einer Bierhefe mit Galaktose, wo die Galaktase- 
wirkung*) in kurzer Zeit auf das 20 fache ihres urspriinglichen 
Betrages gebracht werden kann. Auch diese Effekte sind in- 
dessen noch relativ unbedeutend gegentiber solchen, welche 





‘) Eine Untersuchung von Meisenheimer, Gambarjan und 
Semper (Biochem. Zeitschr., Bd. 54, S.122, 1913) hat eine volle Be- 
stitigung unserer Resultate geliefert. 

*) Euler und Dernby, Diese Zeitschr., Bd. 89, S. 408, 1914. 

®) Euler und Léwenhamn, Diese Zeitschr., Bd. 97, S. 279, 1916. 

*) Siehe hierzu diese Zeitschr., Bd. 78, S. 261, Anmerkung. 
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unter verschiedenen Ziichtungsbedingungen an anderen Mikro- 
organismen hervorgebracht werden kénnen. 

Die chemischen Bedingungen, welche bei der Entwick- 
lung der enzymatischen Wirkungen der Zellen bestimmen, sind 
in den meisten Fallen recht kompliziert, so daf eine endgiiltige 
Losung der Aufgabe sehr zahlreiche Versuche erfordern wird. 
Es muf also betont werden, dafi die folgenden Versuche nur 
als vorlaufige zu betrachten sind, und nur deshalb jetzt mit- 
geteilt werden, weil in der nachsten Zeit wieder eine langere 
Unterbrechung dieser Arbeiten eintreten wird. 


Vorbereitung der Versuche. 

Um stets mit Kulturen arbeiten zu kinnen, welche von 
fremden Keimen frei waren, muften alle angewandten Niihr- 
substrate und Gerdate, in welchen die Stébchen von Bact. acidi 
lactis und die Hefe geziichtet und studiert wurden, sterilisiert 
werden. Zu diesem Zwecke wurden die zur Aufnahme der 
Nahrlésungen und der Nahrbéden bestimmten GefaSe im Luft- 
trockenschrank auf 200° erhitzt. Die zu den Garversuchen 
angewandten 100 ccm Erlenmeyer-Kolben wurden nach Auf- 
fillen des Niahrsubstrates 10 Minuten im Dampfstrom steri- 
lisiert und nach Abkiihlen auf’ Versuchstemperatur (28°) ge- 
impft. Fraktionierte Sterilisation war nicht notig, da sich die 
kurz behandelten Substrate als keimfrei erwiesen. 

Fiir jede Versuchsserie war frische, d. h. kurz vor dem 
Ansetzen der Versuche bereitete Molke erforderlich. -Molke, 
welche nach der Sterilisierung etwa 10—14 Tage aufbewahrt 
war, erwies sich als Entwicklungssubstrat ungeeignet; die 
Garung ging darin sehr langsam vor -sich oder blieb ganz aus. 
Die angewandte Molke war fast keimfrei. 

Aus Magermilch wurde das Casein bei ungefahr 40°) mit 
méglichst wenig verdiinnter Essigséure gefallt und mach ‘Ab- 
setzen des Caseins die Molke klar filtriert, mit NH, neutrali- 
siert, erwarmt und, wenn nicht ganz klar, nochmals filtriert. 

Bact. lactis acidi wurde in Milch geziichtet, kurz nach 
dem Koagulieren der Milch in das Nahrsubstrat gebracht und 


sofort zur Garung angesetzt. 
5* 
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Die Zellenvermehrung bei Kefir wurde gewichtsanalytisch, 
bei Bact. lactis acidi durch das PlattengieBverfahren ermittelt. 
Hierbei wurde als Verdtinnung vor der Garung 1 : 1000 ge- 
wahlt, d. h. 1 cem des Nahrsubstrates wurde nach dem Ein- 
impfen des Versuchsmateriales auf 1000 ccm mit sterilem 
Wasser verdiinnt, und von dieser Konzentration 1 ccm fiir 
jede Platte angewandt. Zur Untersuchung der L6ésung nach 
der Giarung wurde die Verdiinnung 1 : 10000 gewiahlt. 

Die Anzahl der Keime wurde in iiblicher Weise nach 
Wachstum von 6—8 Tagen bei Zimmertemperatur auf Nahr- 
gelatine mit Hilfe eines Zahlapparates bestimmt. Die Niahr- 
gelatine hatte die Zusammensetzung: 


20 g Pepton, 2,5 g Kochsalz, 
10 » Traubenzucker, 1,0 » Magnesiumsulfat, 
10 » Milchzucker, 120,0 » Gelatine 


2 » Kaliumphosphat, 
mit Wasser auf 1 Liter aufgefillt. 

Der Séuregehalt wurde durch Titrieren mit 1/10 n-Natron- 
lauge festgestellt, die Aciditét nach der Indikatormethode von 
Sorensen. 

Von allen folgenden Versuchen und Bestimmungen sind 
mindestens 2 Kontrollversuche ausgefiihrt worden. 


Versuche mit Kefir. 


Die zu diesen Versuchen angewandten Kefirk6érner ver- 
danke ich dem Chef des Bakteriologischen Laboratoriums der 
Zentralanstalt fiir das landwirtschaftliche Versuchswesen, Herrn 
Prof. Chr. Barthel. 

Die Ketfirk6rner wurden zuerst 2 Tage mit lauwarmem 
Wasser behandelt, das jede zweite Stunde erneuert wurde. 
Sie wurden dann in sterilisierte Milch gebracht, bis neben 
Sauerung der Milch auch Garung eintrat. Die so vorbereiteten 
K6érner wurden durch Waschen mit lauwarmem Wasser vom 
anhaftenden Casein befreit und bis zum Ansetzen des Gérungs- 
versuches jeden zweiten Tag in neue, sterile Molke tiber- 
geimpft. 

Die Temperatur bei den Girversuchen betrug stets 28°. 
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Versuchsreihe I. 


Die wie oben angegeben vorbehandelten Kefirkérner 
wurden in bezug auf die Entwicklung ihrer Giarkraft, also hin- 
sichtlich der Bildung des gesamten an der alkoholischen Giarung 
beteiligten Enzymsystems untersucht. Die Methodik der Gar- 
kraftmessungen war dieselbe wie in friiheren Arbeiten des 
hiesigen Laboratoriums; die Kohlenséure wurde volumetrisch 
in Quecksilberbiiretten gemessen, welche durch Kapillarréhren 
mit den Garkdlbchen verbunden waren. 

Die Aciditét wurde durch Zugabe von Mononatriumphos- 
phat zum girenden Medium definiert und konstant gehalten. 

Versuch A. 0,5 g Kefirkérner, nach obiger Angabe vor- 
behandelt, entsprechend einem Trockengehalt von 0,09 g, werden 


in folgender Garlésung aufgeschwemmt: 
40 ccm Molke, 4,5 g NaH,PO,, 
20 » Wasser, 3,0 » Galaktose. 
Der Girverlauf, d. h. die Menge entwickelter Kohlensaure 


geht aus der obersten Kurve der Fig. 2 hervor. 
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Figur 1. Figur 2. 


Wahrend der Giérung trat eine schwache Zunahme des 
Sauregehaltes ein. Es wurde namlich zur Neutralisation von 
10 ccm Girlésung verbraucht: 

vor der Garung: 45 ccm 0,10 n-NaOH 
nach » > : 61 » O,10n-NaOH. 

Nach einer Gardauer von 200 Stunden betrug das Ge- 
wicht der Kefirkdrner 0,58 g mit 22°/o Trockengewicht. Letzteres 
hatte somit von 0,09 g auf 0,13 g zugenommen. 

Versuch B. Nach 200 Garstunden wurde der Ver- 
such A abgebrochen und aus je einem Girkolben 0,20 g der 
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gewaschenen Kefirkérner in eine frische Garlésung von obiger 
Menge und Zusammensetzung eingetragen. Es wurden also, 
wie bei A, 2 Parallelversuche angestellt. 


Es setzte nun sofort eine relativ kraftige Gérung ein, 
deren Verlauf aus der Kurve B der Figur 2 ersichtlich ist. 
Siuregehalt: 10 cem Garlésung verbrauchten (Phenolphthalein). 
vor der Garung: 45 ccm 0,10 n-NaOH 
nach 80stiind. Girung: 54 » 0,10 n-NaOH. 

Zuwachs des Trockengehaltes der Kefirkérner: 0,0420 g 
auf 0,066 g. 

Nach Abbruch des Versuches B nach 80 Giarstunden 
wurden die Kefirkérner durch Waschen gereinigt und je 0,20 g 
derselben zu je einem neuen Girversuch verwendet, bei welchem 
die gleiche Menge und Zusammensetzung der Garlésung zur 
Anwendung kam wie bei A und B. 


Die Gérung war nun noch kraftiger als im vorhergehenden 
Versuch, wie die Kurve C der Figur 2 zeigt. 


Nach einer Girdauer von 52 Stunden verbrauchten 10 ccm 
der Losung zur Neutralisation (Phenolphthalein) 56 ccm 0,10 
n-NaQOH. 

Zuwachs der Kefirkérner wahrend der Girung: 

Trockengewicht der Kefirkérner vor der Garung: 0,0465 g, 

nach » >» : 0,069 g. 

Reduziert man nun die Mittel- 
werte aus den drei Versuchen auf 
die gleiche Menge Kefir-Trocken- 
substanz, so ergeben sich die in 
Fig. 3 enthaltenen Garungskurven. 
Man ersieht aus denselben unmittel- 
| bar den sehr bedeutenden Zuwachs 

Figur 3. der Giarkraft des angewandten Ke- 

firs. Zu betonen ist hierbei, daB in samtlichen drei Ver- 
suchen A, B und C die duferen Versuchsbedingungen voll- 
kommen gleich waren, und daf auch beim Versuch A das 
Kefirmaterial keine toten Zellen, oder héchstens eine durch- 
aus zu vernachlissigende Anzahl von solchen enthielt. Im 
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angewandten Material hatte also das System der 
Garungsenzyme einen sehr erheblichen Zuwachs er- 
fahren. 

Daf wir es hier nicht etwa mit einer fortschreitenden 
Aufweichung der KefirkOrner zu tun haben, sondern mit einer 
Enzymbildung bezw. Enzymaktivierung innerhalb der lebenden 
Zellen, geht auch daraus hervor, daf das Kefirmaterial, welches 
einen hohen Grad von Garkraft erreicht hat, wie etwa im 
Versuch C, diese Girkraft zum Teil wieder verliert, wenn die 
Kefirkérner langere Zeit in Milch oder Molke verbleiben, ohne 
daf dieses Substrat erneuert wird. 

Da& tibrigens fiir den Verlauf der Enzymbildung die Gegen- 
wart von Phosphat nicht unbedingt notwendig, obwohl ver- 
mutlich giinstig ist, beweist die folgende 


Versuchsreihe II. 


0,5 g KefirkOrner wurden 8 Tage gemifi den Angaben 
S. 61 vorbehandelt und dann in 60 cem Molke eingetragen, 
welche nach Zusatz von 3 g Galaktose sterilisiert worden war. 


Nach 162stiindiger Gaérung wurden 0,25 g des Kefir- 
materiales, wie in der vorhergehenden Versuchsreihe, in 60 ccm 
frische Molke geimpft, welche ebenfalls nach Zusatz von 3 g 
Galaktose sterilisiert worden war. 


Ich fasse die Gérungsresultate 
der Raumersparnis wegen in Fig. 4 
zusammen, und zwar reduziert auf die 
Kefirmenge, welche 0,10 g Trocken- 
substanz entspricht. 

Der Zuwachs an Girkraft war 
bei dieser Versuchsreihe nicht ganz 
so groB wie bei der vorhergehenden, |, 3 
was mdglicherweise durch das Fehlen 
des Phosphates verursacht sein mag. 

Diese Versuche sollen hier fortgesetzt werden, besonders 
um zu ermitteln, welche Komponente des Enzymsystems bei 
der angewandten Vorbehandlung einen Zuwachs erfahrt. 











Stunden 


























66 Hans Euler, 


Die folgende 
Versuchsreihe III 
zeigt, wie die enzymatische Wirksamkeit des Kefirs abnimmt, 
wenn ein vorbehandeltes und stark wirksames Material eine 
kiirzere Zeit sich in einem Medium befindet, in welchem es 
sein Enzymsystem nicht voll entwickeln kann. 

4,5 g Kefirkérner wurden in ein Substrat von folgender 
Zusammensetzung gebracht: 

120 ccm Molke, 9 g Galaktose, 
60 » Wasser, 13,5 » NaH,PO,. 

Nach 8 tigiger Gairdauer bei 28° wurde der Versuch ab- 
gebrochen, die Kefirkérner wurden abfiltriert und auf 3 Kolben 
mit steriler Molke verteilt. 

Nach Aufbewahren wihrend 2, 4 und 6 Tagen in der 
sterilen Molke wurden je 0,5 g Kefirkérner gewaschen und in 
eine Garlésung wie die obige iibergefiihrt. 

Die Garkraft in den drei Versuchen ergibt sich aus Fig. 5. 

Es zeigt sich, daB ein mehr als 2 tagiges 
I pe: Verweilen der Korner in der Molke die 




















- Garkraft des Kefirs sehr erheblich herab- 
F setzt, obwohl nach dieser Zeit, wie fest- 
s z gestellt wurde, tote Kefirkérner nicht oder 











| handen waren. 

Die chemische Seite dieser Erschei- 
Figur 6. nungen, welche den Bakteriologen wohl 

bekannt sind, wird im hiesigen Laboratorium naher verfolgt 


werden. 





| £ ; : . 
a | nur in verschwindend kleiner Menge vor- 





Versuche mit Bact. lactis acidi. 


Friihere Versuche, welche von Herrn Dr. Herm. Meyer 
und Herrn Dozent Bj. Palm im hiesigen Laboratorium aus- 
gefiihrt waren, hatten zum folgenden Ergebnis gefihrt: 

Einerseits hatte eine Reinkultur von Bact. lactis acidi 
aus dem Berliner Institut fiir Garungsgewerbe bei der Vor- 
behandlung mit einer Molke, welche neutrales Natriumphosphat 
und 4°/o Galaktose enthielt, ihr Saurebildungsvermégen vier- 
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mal starker erhéht, wenn sie wahrend 12 Tagen alle 48 Stunden 
in ein frisches Medium gebracht wurde, als wenn die Uber- 
fiihrung innerhalb der 12 Tage nur 3mal erfolgte. 

Anderseits hatte sich bei einer Versuchsreihe mit einer 
Kultur von Bact. lactis acidi, welche aus dem Carlsberg-Labo- 
ratorium stammte, bei der Vorbehandlung in einem Medium, 
welches durch Mononatriumphosphat auf saurer Reaktion ge- 
halten wurde, die Fahigkeit zur Kohlensdéureentwicklung ein- 
gestellt, und bei weiterer Uberfiihrung in frische (sterile) phos- 
phathaltige und saure Lésungen weiter gesteigert. 

Zur Priifung dieser Ergebnisse waren Kontrollversuche 
unternommen worden und zwar mit einer Kultur, welche ich 
Herrn Prof. Chr. Barthel verdanke. 

Die neuerdings gewonnenen Resultate haben indessen 
noch nicht den Grad von Sicherheit erreicht, daf ich die ziem- 
lich komplizierten Verhdltnisse als geklart ansehen koénnte. 
Soviel haben aber die neuen Versuche bestatigt, daB die Vor- 
behandlung des Bact. lactis acidi die Enzymbildung nicht nur 
quantitativ, sondern auch qualitativ beeinflubt. 

Als Beleg sei folgender Versuch angefiihrt (E. Griese): 
Je 1 ccm Reinkultur, nach S. 61 behandelt, wurden eingetragen in 
































A. B. 
40 ccm Molke, 40 ccm Molke, 
20 » Wasser, 20 » Wasser, 
4.5 g Na,PO,, 3,0 g Galaktose 
3,0 >» Galaktose, (ohne Phosphat). 

Beide Lésungen wurden auf Bact. lactis acidi 
eine gleichmaBige Wasserstoffionen- —_ 
konzentration von Py = 5,7 gebracht. Jk | ) 

Zweimalige Uberimpfung nach_ ¢ 3 | 
je 48 Stunden in die genannten Sex a 
Lésungen A und B. ° | 

Hierauf wurde in den beiden 
Lésungen A (mit PO,) und B (ohne a,c wo +00 ea 


PO,) die Kohlensaéureentwicklung be- Figur 6. 
stimmt. Das Resultat von je 2 Parallelversuchen ergibt sich 


aus Fig. 6. 
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Das Auftreten der Milchsaéure ergibt sich aus folgenden 
Zahlen, in je 5 ccm ermittelt: 


A. Mit Phosphat. ') B. Ohne Phosphat. 

In der Lésung werden gebildet: In der Lésung werden gebildet: 
nach 48Stunden:3 10~*gAqu. nach 48 Stunden: 2,6 10~*g Aqu. 
> 72 » :45107*> » > 72 » :41107*> » 
>» 96 » :60107*> > > 96 » :7,5107*> » 
> 120 » :7,1107*> >» > 120 » :8310-*> >» 

, 192 » :&1107*%> » >» 192 » :94107*>s >» 


Keimzahl per Kubikzentimer Garlésung: 


A. Vor der Garung: 1108000; 1209000 Keime, 
Nach » » +: 27900000; 33480000 » 


B. Vor » >» : 1523000; 1232000 » 
Nach >» » : 17200000; 16140000 >» 

In mehreren anderen Versuchsreihen wurden 4dhnliche 
Ergebnisse erhalten. 

Man kann hiernach also sagen, dai bei der Vorbehand- 
lung von Bact. lactis acidi mit saurem Phosphat ein Enzym- 
system, welches zur CO,-Entwicklung fihrt, zur Ausbildung 
kam, wahrend bei Abwesenheit von Phosphat die Reaktion 
nach der Gérungsgleichung 

C,H,.0, = 2 C,H,0, 
ziemlich rein eintrat. 

Letzteres ist auch bei Gegenwart von neutralem Phos- 
phat beobachtet worden. 


') Man bemerke, daB von einer gewissen Milchséurekonzentration 
an bei diesem Versuch die Milchséure wieder durch die Vergarung ver- 
braucht wird. 


























Uber die alkoholische Garung bei verschiedenen 
OH’-Konzentrationen. 


Von 


Hans Euler. 


Nach Versuchen von Knut Haldin. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1917.) 





Vor kurzer Zeit teilten Euler und Tholin') die Tat- 
sache mit, da®B bei der alkoholischen Giérung die Phosphat- 
wirkung nicht nur ihrem Grade, sondern sogar dem Sinne nach 
von der Konzentration der H- bezw. OH-Ionen abhingig ist. 

Bis dahin war tber den Einflu8 der alkalischen Reaktion auf 
die Phosphatwirkung der Hefe noch nichts veroffentlicht worden. 
Wie bereits in obengenannter Mitteilung angezeigt worden war, 
wurde im hiesigen Laboratorium die auffallende Beeinflussung 
der alkoholischen Girung durch Hydroxylionen, iiber welche 
uberhaupt noch sehr wenig bekannt ist, weiter verfolgt. Dabei 
war die Uberlegung mafgebend, daf nach dem Ergebnis von 
Harden und Young bei jeder alkoholischen Hefegirung die 
Phosphate, seien sie besonders zugesetzt oder nicht, als not- 
wendige Stoffe beteiligt sind, und daB also die von uns ge- 
fundene Beeinflussung der Phosphatwirkung durch Hydroxyl- 
ionen sich bei jeder alkoholischen Hefegirung bemerkbar 
machen muB. 

Nach einer langeren Unterbrechung meiner wissenschaft- 
lichen Tatigkeit finde ich in der Literatur eine bemerkenswerte 
Mitteilung von Gerson G. Wilenko, Beitrag zur Kenntnis der 
glykolytischen Prozesse,?) welche das gleiche Thema, Garung 





‘) Euler und Tholin, Diese Zeitschr , Bd. 97, S. 269, 1916. 
*) Wilenko, Diese Zeitschr., Bd. 98, S. 255, 1917. 
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in alkalischer Losung behandelt.!) Ich beniitze einen kurzen 
Aufenthalt in meinem Laboratorium, um einige neuere Ergeb- 
nisse, zu denen wir hier gekommen sind, mitzuteilen. 

Die Versuche bezogen sich auf ammoniakalische Lésungen 
mit und ohne Zusétze von Ammoniumphosphat. 

Bereits die ersten Gérungsversuche zeigten einerseits die 
grofe Verschiedenheit der Hefen im Verhalten gegentiber Basen. 
Die Mehrzahl der Versuche haben wir mit einer untergiarigen 
Bierhefe (7) der hiesigen St. Eriksbrauerei ausgefiihrt, und sind 
dabei zu immer hodheren Ammoniakkonzentrationen  tiber- 
gegangen. 

Die girenden Lésungen hatten in der Regel folgende Zu- 
sammensetzung: 

1,5 g abgepreBte Hefe wurden mit 5 ccm 2°/oigem Am- 
moniumphosphat verrihrt und in eine Mischung von 20 ccm 
20°/oiger Glukose und 20 ccm Ammoniaklésung eingetragen. 

Bei der Konzentration von '/2eo n-NH, war die Ver- 
giérung noch ziemlich lebhaft; 1/40 n-NH, wurde sehr gut ver- 
tragen. 

Die Messungen bezogen sich auf die entwickelte Kohlen- 
siure, sowohl diejenige Menge, welche direkt aus der am- 
moniakalischen Lésung entweicht, als auch die ganze, durch 
die Girung entstandene Kohlensauremenge; letztere wurde 
volumetrisch ermittelt, nach Zusatz von iiberschiissiger Saure 
zu der ammoniakalischen Lésung. Die Kohlenséure wurde wie 
in friiheren Untersuchungen in Quecksilberbiiretten aufgefangen 
und gemessen. In Parallelversuchen wurde ferner der Dre- 
hungsrtickgang der Glukoselésungen und der Alkohol- 
gehalt untersucht. Bei den Versuchen, welche wir hier an- 
geben, wurden organische Phosphate und andere optisch aktive 
Salze nur in geringem Grad gebildet, und man konnte also 
den Drehungsriickgang mit ziemlicher Annéherung als ein MaB 
fiir den verbrauchten Zucker nehmen. Bei Lésungen, welche 





‘) Auch Neuberg und Farber haben das Studium der alka- 
lischen Girung aufgenommen (Biochem. Zeitschr., Bd. 78, S. 238, 1917). 
Sie nehmen auf obige Arbeit von Euler und Tholin keinen Bezug und 
scheinen andere Ziele zu verfolgen als wir. 
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freie starke Alkalien enthalten, ist dies nicht zulassig, weil 
die Glukose mit diesen Salze bildet, wodurch ihre Drehung 
veradndert wird.') 

Der Alkohol wurde pyknometrisch bestimmt, nachdem er 
von der vergorenen Lésung abdestilliert worden war. 

Fiir den Verlauf der Gérung in mittelstarken ammonia- 


kalischen Losungen ist folgender Versuch charakteristisch: 
1,5 g Hefe, 
20 cem 20°/oige Glukoselésung, 


20 cem 0,05 n-Ammoniaklésung, 
10 ccm Wasser resp. 10 ccm 10°/oige Ammoniumphosphatlisung. 


Drehung der Lésung im 10 cem-Rohr. 18°. 











— ES 
Stunden | Mit Phosphat Ohne Phosphat 
0 | 4,40 4,40 
2 | 3,63 3,85 
3 | 3,39 3,38 
4 | 3,08 3,05 





Der Alkoholgehalt betrug nach 4stiindiger Girung sowohl 
beim Versuch mit Phosphat als beim Versuch ohne Phosphat 
tibereinstimmend 1,12°/o. 

In einer anderen Versuchsreihe mit der gleichen Ammoniak- 
konzentration, aber nur dem 4. Teil der obigen Ammonium- 
phosphatmenge wurde erhalten: 


Drehung der Lésung im 10 ccm-Rohr. 18°. 
Se 





Stunden | Mit Phosphat Ohne Phosphat 
0 4,40 4,40 
2 3,60 3,60 
3 3,20 3,30 
4 | 2,90 3,00 





Alkoholgehalt nach 4stiindiger Girung mit Phosphat 
1,20°/o, ohne Phosphat 1,15°/o. 





') Euler, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 39, S. 348 u. ff, 1906. 
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Entwickelte Kohlensdure. Kubikzentimeter CO, bei 18°. 
I a) 








Stunden Mit Phosphat Ohne Phosphat 
0 101 99 
3 | 180 151t 
4 | 255 176 
Gesamt-CO, nach 
4 Stunden | 280 186 


Geht man an die Grenze der Ammoniakkonzentrationen, 
bei welchen noch eine einigermafen lebhafte Garung eintritt, 
so wird die Wirkung des Ammoniumphosphates be- 
deutend stairker. Dies zeigt sich z. B. in folgendem Versuch: 


Drehung im 10 ccm-Rohr. 18° 
Tn _________=____________________} 


Stunden 


.% 


Mit Phosphat 


Ohne Phosphat 





Oo nw © 


+ 





4,40 
8,85 
3,40 
3,02 





4,40 
4,15 
3,95 
3,85 


Alkoholgehalt nach 4stiindiger Gérung mit Phosphat 
0,90°/o, ohne Phosphat 0,15°/o. Parallelversuch ohne Am- 
moniak und Phosphat 1,51 /o. 


Die Kohlenséure-Entwicklung in Kubikzentimeter war folgende: (18°). 
Tn _______________) 











Stunden Mit Phosphat Ohne Phosphat 
2 67 9,5 
3 105 16,5 
4 160 37,0 
Gesamt-COQ, in 4 Std. 70 85 








Bei diesen Versuchen war durch die Garung Saéuerung 


eingetreten. 
Das Phosphat beschleunigt also dann die alka- 
lische Hefegdrung. 
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Halt man dagegen die Reaktion durch kontinuierlichen 
Zusatz von Ammoniak alkalisch, so entwickelt sich bei gleichcr 
OH-Konzentration in Gegenwart von Phosphat viel weniger 
CO, als ohne Phosphat. 

Es wurde erhalten in 4 Stunden: mit Phosphat 55 ccm, 
ohne Phosphat 245 ecm CO,. 

Mit der gleichen Hefe wurden die Versuche von Euler 
und Tholin wiederholt und zwar durchaus mit den friiher 
angegebenen Resultaten, Verz6gerung der Gérung. Der 
ganze Verlauf der alkalischen Hefegaérung hangt nicht nur quan- 
titativ, sondern qualitativ von Konzentration und Dissozia- 
tionsgrad der zugesetzten Base und des anwesenden Phos- 
phates ab. 

In dieser Hinsicht stimmen unsere Resultate durchaus mit 
dem Ergebnis von G. Wilenko tiberein, welcher beziiglich der 
Unterdrtickung der Kohlensaureentwicklung, auf die ich tibrigens 
bald zuriickzukommen hoffe, schreibt: «Wir sehen weiter, dab 
der zum Zustandekommen dieser Erscheinung ndétige Phospat- 
zusatz sich in bestimmten Grenzen bewegt. Ein Mehr schadigt 
die Hefefermente und die Fliissigkeit zeigt wieder Reduktions- 


fahigkeit ...; ein Weniger an den alkalischen Phosphaten hat 
zur Folge, daf die CO,-Entwicklung nicht vollstandig gehemmt 
wird... Die Wichtigkeit des Alkalinitatsgrades des Phos- 


phatgemisches mu besonders betont werden.» 











Untersuchungen fiber die Verdaulichkeit der Starke verschiedener 
pflanzlicher Futtermittel durch Malz-, Pankreas- und Speichel- 
diastase. 


Von 
Tierarzt Marius Pauletig. 





(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Chemie der Tierarztlichen Hochschule in Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. April 1917.) 





Die Erfahrung lehrt uns, daf verschiedene Nahrungsmittel 
vom tierischen Organismus in verschiedenem Grade ausgeniitzt 
werden. Dieser verschiedene Grad der Ausniitzung hat ver- 
schiedene Ursachen, die in der Tiergattung, in der Individualitat 
des Tieres, in der Art der Zubereitung des Futtermittels, in 
dessen Darreichungsweise, d. h. mit welchem Beifutter dasselbe 
verfiittert wurde u. dgl. mehr zu suchen sind. Der grofte Teil 
dieser Ursachen liegt zweifellos in dem Futtermittel selbst, in 
seinem pflanzlich-anatomischen Aufbau, aber auch in der 
chemischen Natur der im Futtermittel enthaltenen Niahrstoffe. 

Wissen wir ja doch, dai die Eiweifistoffe verschiedener 
Futtermittel verschieden leicht, zum Teil auch gar nicht, von 
den Verdauungssaften angegriffen und gespalten werden, dai 
die Rohfaser verschiedener Futtermittel in verschiedenem Grade 
durch das Tier ausgentitzt wird usw. 

Es war daher zu vermuten, daf auch die Starke ver- 
schiedener Futtermittel der Einwirkung der Verdauungssafte 
verschiedenen Widerstand entgegensetzt, welcher auch hier teils 
in dem anatomischen Aufbau des Starkekornes, teils in der 
chemischen Natur der Starke des betreffenden Futtermittels 
begriindet sein kann. Die letztere Frage erscheint einer ex- 
perimentellen Priifung im Reagenzglase zuginglich. 

Ich habe derartige Versuche unternommen, in welchen 
Stirke verschiedener Herkunft mit einigen Diastasen vergleichs- 
weise gepriift wurde. 

Trotz der umfangreichen Literatur der Spaltung der Starke 
durch Diastase finde ich keine Versuche, welche in der gleichen 
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Absicht angestellt worden sind, wohl aber finden sich in einigen 
Arbeiten Angaben, welche in dieser Hinsicht verwertet werden 
konnen, wie z. B. in den Arbeiten von Musculus und Mering,!) 
Payen,?) Lintner,*) Mering,*) Schwarzer,>) Hamburger,®) 
Weiser und Zaitschek,*) Lang,§) Th. Rinaldini®) u. a. noch, 

Es kann gleich vorweg bemerkt werden, daB die Ergeb- 
nisse dieser Arbeiten gréStenteils mit den beziiglichen von mir 
erhobenen Daten ibereinstimmen. 

Mir lag es jedoch daran, tunlichst vollstiindig Stirkesorten 
aus Vertretern der wichtigsten Futtermittel vergleichsweise in 
ihrem Verhalten gegen die beiden wichtigsten diastatischen Ver- 
dauungsfermente, niimlich Speichel und Pankreasdiastase zu 
priifen. Mit Riicksicht darauf, daB bei der Zubereitung von 
Futtermitteln und im weiteren Umfange auch bei der Zubereitung 
von Nahrungsmitteln unter Umstanden auch pflanzliche Dia- 
stasen eine Rolle spielen, habe ich als Beispiel einer pflanz- 
lichen Diastase eine Malzdiastase zum Vergleiche herangezogen. 





’) Musculus und Mering, Umwandlung von Stirke und Glykogen 
durch Diastase, Speichel, Pankreas und Labfermente. Zeitschr. physikal. 
Chem., Bd. 2, 8. 403 (1878). 

*) Payen, Reaction de la diastase sur la substance amylacée. 
Ann, Chimic. physic. (4) 1V, 286. 

‘) Lintner und Dill, Uber den Abbau der Stiirke unter dem Ein- 
flusse der Diastasewirkung. Chem. Ber., Bd. 26, S. 2533 (1893). 

4) Mering, Uber den Einflu® diastatischer Fermente auf Starke, 
Dextrin und Maltose. Zeitschr. physikal. Chemie, Bd. 5, S. 185 (1881). 

5) Schwarzer, Uber die Umwandlung der Stirke durch Malzdia- 
stase. Journ. f. prakt. Chem., N. F., Bd. 1, S. 212 (1870). 

*) Hamburger, Vergleichende Untersuchungen iiber die Einwirkung 
des Speichels, des Pankreas und Darmsaftes, sowie des Blutes auf Stirke- 
kleister. Pfliigers Archiv, Bd. 60, S. 543. 

7) Weiser und Zaitschek, Beitr. zur Methodik der Starkebe- 
stimmung und zur Kenntnis der Verdaulichkeit der Kohlenhydrate. Pfliig. 
Archiv, Bd. 93, S. 98. 

8) S. Lang, Uber die Einwirkung der Pankreasdiastase auf Starke- 
arten verschiedener Herkunft. Zeitschr. f. experiment. Path. u. Therap., 
Bd. 8, S. 279. 

®) Th. Rinaldini, Sulla digestione di vari amidi per opera dei 
secreti salivare, enterico e pancreatico. (Rom.) Beitr. zur Path. u. Ther. 
der Ernahrungsstérungen, Bd. 2, Heft 3, S. 330 (1910). 
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Das zu diesen Versuchen verwendete Priéparat von Malz- 
diastase war ein Kahlbaumsches Maltin, die verwendete Pan- 
kreasdiastase war Pankreatin Rhenania und, um die Wirkung 
der Speicheldiastase zu priifen, verwendete ich menschlichen 
Speichel. Dieser Speichel wurde gewonnen, indem nach Aus- 
spiilung des Mundes bei vorgestrecktem Kopfe und weit ge- 
Offnetem Munde der Speichel ruhig ausflieBen gelassen wurde. 
Diese Diastasepriiparate priifte ich auf ihr Verhalten gegen die 
Stirke des Weizens, Maises, Reises, der Gerste, des Roggens, 
des Hafers, der Hirse, der Kartoffel, der Linsen, der Erbsen 
und schlieBlich der Bohnen. Weizen, Reis und Kartoffelstirke 
konnte ich aus dem Handel beschaffen, die tibrigen Starkesorten 
habe ich aus den betreffenden Samen hergestellt, indem die 
feinvermahlenen Samen in einem Gazesickchen in Wasser ein- 
gelegt wurden und die auf dem Boden des Gefffes sich an- 
sammelnde Stiirke nach wiederholter Waschung mit Alkohol 
und Ather getrocknet wurde. | 

Bei der Anstellung der einzelnen Versuche konnte ich aus 
naheliegenden Griinden nur mit Vergleichen arbeiten; ich beniitzte 
als Vergleichsobjekt immer die Weizenstaérke. Die Durch- 
fiihrung des einzelnen Versuches war folgende: 

0,4 g der zu prifenden Starke wurde mit Wasser zu einem 
Kleister gekocht, der Kleister auf 100 ccm verdiinnt. 0,4 g des 
zu prifenden Diastasepraparates wurde in 200 ccm Wasser ge- 
lost; bei Speichel wurden 20 ccm Speichel mit Wasser auf 
200 cem aufgefiillt. Die 100 ccm Starkekleister wurden mit 
100 cem der Diastaseldsung vermengt und 10 ccm des Gemenges 
unmittelbar nach der Vermengung mit der Bangschen Methode 
(alte Methode)') auf ihren Zuckergehalt untersucht. AufSerdem 
wurde eine Probe des Gemenges mit Lugolscher Jodlésung auf 
Starke geprift. Gleichzeitig wurde in derselben Weise eine 
Kontrollprobe, bestehend aus 100 ccm 0,4°/oigen Starkekleister 
aus Weizenstarke und den restlichen 100 ccm Fermentlésung 
angesetzt und auch auf ihren Zucker- und Starkegehalt unter- 
sucht. Beide Gemenge kamen nunmehr in einen Thermostaten, 
der auf 50° C. eingestellt war, und wurden in Zeitriéumen von 





‘) Biochem. Zeitschr., Bd. 2, S. 271 (1907—08), Bd. 11, S. 538 (1908). 
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je 1/2 Stunde in der oben angedeuteten Weise auf ihren Zucker- 
und Stirkegehalt untersucht. Nach zweistiindiger Dauer wurde 
der Versuch abgebrochen. Die Resultate der Untersuchung sind 
aus nachstehenden Tabellen A, B, C ersichtlich, in welchen 
der Zuckergehalt von 10 ccm Gemengefliissigkeit eingesetzt ist. 


Tabelle A. Speicheldiastase (1). 











| / Weizen | Mais 
| Milligr. | Jod- | Milligr. | Jod- 
| Zucker | reaktion | Zucker eaktion 





| | 
| Vorprifung} 45 | ++ | 47 | e+ 
~{- 






























































Weizen Nach ‘/eStd.| 8,8 | - | 8,9 4+. — 
>» 1 »| 91 +4 {| 94 aia 
ae Sa 
>» 2 >» | 99  ‘Rotviolett 9,2 andicendll 
| Weizen | Gerste 
Vorpriifung | 7,2 ++ | 67 -f. +4 
Weizen Nach ‘/2Std.| 10,4 +-+ | 11,5 -{- 1. 
>» 1 * | 11,7 ~~ | WS soe 
Gerste > Ife >] 127 | ++ | 12,6 hee aah 
|} » 2 » | 12,7  (|Rotviolett; 12,7 | ++ _ 
| | Weizen | Reis 
| oe | 4,5 | Tr | 4 | +- + 
| >» I > 91 | ++ |} 104 | +— 
Reis | > Lt, >» | 94 | 4+. — 10,4 | + — 
| > 2  » | 99  (Rotviolett| 10,7 —-—_ 
| _ | Weizen ot 7 Roggen _ 
| Vorpriifung 6,8 ++ / 76 | ++ 
Weizen |Nach ‘/2Std.| 10,5 beck | 2040 | mm 
> 1 »| 11/0 “be he | 11,4 — 
Roggen | >» {2 >» | 11,5 ++ | 12,0 — = 
| >» 2 » | 130 {Rotviolett} 122 | — — 
| Weizen | Hafer 
Vorpriifung | 4,9 | ++ , 4,7 + -+ 
Weizen |Nach ‘Std; 109 | ++ | 88 alee 
| > 1 »| 109 | ++ 93 he. of 
Hafer > ie s| ME | | ee | ee 
>» 2 » | 11,4 (Rotviolett; 10,8 | Rotviolett 
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Tabelle A. Speicheldiastase (2). 




































































Weizen Hirse 
| ' 
| Milligr. | Jod- Milligr. Jod- 
Zucker | reaktion | Zucker | reaktion 
| Vorprifung 7,2 | + + 6,7 4. 4 
Weizen |Nach ‘/Std) 104 | ++ | 104 | +— 
>» 1 > 11,7 + + 11,3 +. -- 
Hirse 
>» I'l » 12,7 +. — 11,7 — 
- >» 2 >» | 12,7 |Rotviolett) 12,4 — 
Weizen Kartoffel 
| Vorpriifung 4.9 + +L 5,6 4. 4 
Weizen Nach ‘/2Std.| 10,9 4+- + 10,7 + + 
>» 1 » 10,9 10,7 a 
Kartoffel sai + 
> A'/s > 11,1 + — 11,4 io a 
> 2 » | 11,4 ‘|Rotviolett! 11,4 — 
Weizen Erbsen 
Vorprifung 6,7 + -/ 5,6 + -+- 
Weizen Nach '/3 Std. 10,5 -}- = 9,4 -f 27 
; » 1 > 10,8 “ap 10,0 + — 
Erbsen 
>» i'/e >» 11,8 + + 11,0 — — 
= > 2 > 12,7 |Rotviolett; 11,0 —-—_ 
Weizen Linsen 
Vorpriifung 6,7 + 6,6 4+ + 
Weizen Nach 1/3 Std. 10,5 “+ -- 9,3 am wae 
> = » 10,8 9 ae 
Linsen ‘ i 4 
>» IL‘) > 11,8 + — 9,7 — 
Ree ND are | > 2 » 12,7 —_ |Rotviolett 9,7 on 
| Weizen Bohnen 
Vorpriifung 6,8 + + 7,6 ++ 
Weizen Nach 1/3 Std. 10,5 a + 8.5 ate a 
>» 1 »| 11,0 ++ 10,0 — 
Bohnen | i 
>» 1'/s » 11,5 + + 10,3 a 
>» 2 » 13,0 (|Rotviolett) 10,5 — 
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Tabelle B. 


Pankreasdiastase (1). 








































































































| Weizen | Mais 
| Milligr. | Jod- | Milligr. | Jod- 
| Zucker | reaktion | Zucker | reaktion 
| Vorpriifung | 5,4 +- + 5,4 | + + 
Weizen | Nach !/3 Std.) 10,1 aa ao | 10,7 -|. -f- 
. |e hoe} MOF | tt | + 
Mais | 
>» I'l, » 11,1 + + 11,6 + + 
ee OS Sl A. is 1 Ss 
| Weizen | Gerste 
| Vorprifung 6,2 ++ 63 + + 
Weizen | Nach ‘/eStd.| 10,4 +--+ 10,8 +. + 
| >» 1 > 11,2 ++ 11,2 + — 
Gerste | 
& 1'/2 >» 11,4 + -+- 11,6 fe me 
p> 2 >] 16 | ++ |_ 117 _ |Rotviolett 
| Weizen Reis 
| Vorpriifung 5,7 +--+ 5,8 -- + 
Weizen Nach ‘'/e Std. 9,9 + + 10,4 + + 
Rej >» I > 10,9 +--+ 11,0 + + 
e€1s > 1'/s > 11,3 + + 11,5 +. 4. 
| >» 2 » 11,4 ore | 206 | sp eh 
| | Weizen | Roggen 
Vorpriifung 6,2 -f | 6,0 | +. + 
Weizen |Nach ‘/aStd. 11,4 ~p | sar 
>» 1 > 12,0 + + | 3,9 a. 
Roggen ; i> ie 
> if> | 124 | ++ | 99 | ++ 
|} > 2 » | 122 | ++ | 99 ++ 
Weizen | Hafer 
Vorpriifung | 5,8 | +t | 60 | 4. + 
Weizen [Nach 'pStd| 10,7 | ++ | 100 | ++ 
> 1 >| 142 | ++ } 107) | +4 
Hafer | | | 
> eo) OA | re | ele 
| 
>» 2 » | 118 | +4 ) 11t | +4 
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Tabelle B. Pankreasdiastase (2). 



















































































| | Weizen | Hirse 
| | | 
| | Milligr. | Jod- | Milligr, | Jod- 
| | Zucker reaktion | Zucker | reaktion 
Vorpriifung | 6,3 + + 6,2 ++ 
Weizen Nach 1/3 Std. 11,3 ote ate 11,2 4+. — 
>» 1 > | 11,9 + + 12,7 + — 
Hirse | 
> 12 > | 12,0 +4 | 199 Aa on 
p> 2 >] 12,1 + + 12,7 _| Rotviolett 
| | Weizen | __ Kartoffel 
Vorpriifung | 5,7 ~| ++ | 5,8 + + 
Weizen |Nach ‘fs Std. 10,9 ++ | 11,8 Rot 
. 4 > | 11,3 12,1 > 
Kartoffel | : “? | 
>» I'/2 » | 11,4 ++ | 12,4 > 
, p> 2 >] 115 ++ | 124 ; 
| Weizen | Erbsen 
| Vorpriifung 6,3 “4. | 6,4 4+. + 
Weizen | Nach ‘/s Std, 11,3 + + 10,0 + + 
[> + »|] ee | oe | ee | eo 
Erbsen | | | 
| » B%-« 12,3 + + 11,7 +. + 
aes it 2 4 12,4 + 11,9 a wt 
| Weizen Linsen 
Vorprifung | 63 | ++ 62 | +4 
Weizen Nach ‘Ve Std. 11,1 - “te 10,4 - ss 
» J > 11,3 + + 10,9 + + 
Linsen 
» @%a 11,9 + + 11,4 + 4 
- » 2 » 12,1 + + 11,6 jn +f 
| Weizen Bohnen 
Vorprifung 6,2 arate 6,4 + + 
Weizen Nach '‘/eStd.| 10,4 + + 8,5 + 
>t >|] 109 | ++) 87 | +4 
Bohnen 
>» I'/s >» 11,4 seo 8,9 + + 
» 2 >] 18 | ++ | 90 | ++ 
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Tabelle C. Malzdiastase (1). 
Ee ee 
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| Weizen | Mais 
| Milligr. | Jod- | Milligr. Jod- 
| Zucker | reaktion Zucker | reaktion 
| Vorprifung 4,8 ++ | 5,6 4+ + 
Weizen | Nach ‘/,Std.} 11,9 + + | 10,6 a 
: - >| BA | te | Be | + 
Mais a 
|» oi » 12,7 +--+ = 11,7 + — 
; >» 2 » 13,0 +— | 119 | +— 
i Weizen Gerste 
| Vorpriifung 5,8 ++ | 6,0 | 4. + 
Weizen Nach '/2Std.| 12,1 +. + | 14.3 | a 
>» JI > 12,5 ++ | 144 + — 
Gerste | 
>» I'l >» 12,8 at. -t- | 14,6 4. —_ 
>» 2 12,9 +— | 148 | Rotviolett 
| Weizen Reis 
| Vorpriifung | 5,2 i abs 54 hicks 
Weizen Nach ‘/s Std.) 11,0 + + 10,9 4. + 
Rei >» 1 » 11,7 + + 12,2 4. 
is 
e >» 1/2 >» 12,2 a + 12,4 + +. 
22 » 12,7 + — 12.6 be 
Weizen Roggen 
| Vorpriifung | 5,7 als 5,8 ra 
Weizen Nach *sStd.| 11,7 “te - 11,9 4. — 
>» 1 > 12,7 +- + 13,3 + — 
Roggen 
>» I1'/, » 12,9 + + 13,6 = io 
» & » 13,2 -— 13,7 Rot 
Weizen Hafer 
Vorpriifung 5,4 fp 5,6 + + 
Weizen | Nach "/3 Std. 11,6 +. ~t 10,9 - -+- 
>» 1 » 12,1 +. 4 11,7 + + 
Hafer 
>» I1'/s >» 12,3 ++ | 12,1 so 
> 2 >| 126 | +— | 123 | ++ 
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Tabelle C. Malzdiastase (2). 


Weizen 


| Milligr. | Jod- 


Zucker | reaktion | Zucker 


Hirse 


| Milligr. | Jod- 
| reaktion 
















































































_ Vorpriifung | 5,4 | et 49 | res 
Weizen (Nach 'Std| 114 | ++ | 100 | ++ 
| i> £ w | eee t oe 10,7 fe + 
Hirse 
> 1% >» | 120 | ++ 11,3 4. + 
> 2 » | 122 | + 11,5 +. + 
Weizen Kartoffel 
Vorpriifung | 5,8 + + 5,2 | 4 
Weizen  |Nach t/2Std.| 123 rs 13.9 Ne 
is (> @ »} Ge | be > Oe | ee 
Kartoffel | 
| > Ie » | 128 hn abe 14,0 oda 
|i > 2 » | Se | ee | ee fee 
| Weizen Erbsen 
| Vorpriifung 5,2 | + -+- 5,8 + + 
Weizen |Nach ‘Sid 114 | ++ 11,2 +4 
oe > 1 » 129 | ++ 11,8 + + 
rbsen 
» Ile » 130 | ++ 12,1 = 
| > 2 »| 0 | te | gee Rot 
| Weizen Linsen 
| Vorpriifung 5,6 ++ 6,2 + + 
Weizen | Nach %/2Std.} 11,9 + + 12,7 A. + 
. > 1 » 12,4 + 13,2 - 
Linsen d 
> 1 > 12.6 +4. +. 13,5 fe 
a. « 12,8 oo 13,7 ie we 
| Weizen Bohnen 
| Vorpriifung 5,3) | +4 | 50 | ++ 
Weizen |Nach ‘Std 11,5 ‘he sib 9.5 , 
Bohnen | ca. | sei sed ia “= 
| >» I'/g » | 12,2 aa a 10,1 —_ 2 
i>» @ »| oe | eo | oe — 
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Es kénnte zuniichst die Frage aufgeworfen werden, ob 
die Bangsche Methode der Zuckertitration (alte Methode) ge- 
niigend verliblich ist oder nicht. Uber die VerlifSlichkeit dieser 
Methode liegt bereits eine Anzahl von Arbeiten vor. Im vor- 
liegenden Falle beansprucht die Frage jedoch nur untergeordnete 
Bedeutung, da es sich nur um den Grad des Fortschreitens der 
reduzierenden Fihigkeit des Gemenges handelt. Es hitte dem- 
nach mit wenigen Ausnahmen jede andere Methode der Zucker- 
bestimmung ebensogut Platz finden kénnen und es bedarf aus 
diesem Grunde der Umstand, dai das Gemenge unmittelbar 
nach der Vermengung nach der Bangschen Methode schon 
einen Zuckerwert ergibt, keiner weiteren Erérterung. Mafigebend 
erscheint nur die Differenz zwischen dem urspriinglichen und 
dem jeweils ermittelten Werte. 

Dagegen wire der Endwert einer Diskussion bediirftig. 
Bei jedem Einzelversuche wurden 100 cem 0,4°/oiger Stiirke- 
kleister mit 100 ccm Fermentlésung vermengt, also auf das 
Doppelte verdiinnt, sodafi das Gemenge am Beginne der Unter- 
suchung einen 0,2°/oigen Starkekleister darstellt. Wird diese 
Starke vollstandig in Zucker umgewandelt, so wire eine Zucker- 
menge von etwas mehr als (),2°/o zu erwarten. Dieser Betrag 
wird in keinem der vorhandenen Versuche erreicht. Die Werte 
bleiben regelma&big unter 20 mg Zucker in 10 ccm Gemenge. 
Diese Tatsache erklirt sich aus einer Reihe von Umstiinden. 
Firs erste war die verwendete Stirke nicht vollstindig wasser- 
frei. Ferner spalten bekanntlich die Diastasen in der Regel die 
Stirke nur bis zur Maltose. Die angefiihrten Werte sind jedoch 
als Traubenzucker bezeichnet, wahrend die Maltose nur ein 
etwas mehr als halb so grofes Reduktionsvermégen besitzt 
wie der Traubenzucker. Endlich kann bei der starken Wirk- 
samkeit der verwendeten Diastasen nicht ganz ausgeschlossen 
werden, dai in dem Zeitraume zwischen der Vereinigung des 
Starkekleisters mit der Fermentlésung und dem Erhitzen der 
entnommenen Probe mit der Bangschen Kupferlésung, obwohl 
dieser Zeitraum nach Tunlichkeit abgekiirzt wurde, bereits eine 
Verzuckerung der Stirke mehr oder weniger Platz gegriffen 
hat. Diese Umstiinde wurden nicht ziffernmafig bestimmt, 
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kénnen jedoch, da es sich um Parallelversuche handelt, in 
jedem Einzelfalle leicht abgeschiitzt werden. 

Die Stirke wird bekanntlich durch Diastase nicht un- 
mittelbar in Zucker (Maltose) umgewandelt, sondern auf dem 
Wege einer Reihe von nicht krystallisierenden, gar nicht oder 
nur schwach reduzierenden Zwischenprodukten (Dextrine). 

Um eine diastatische Wirkung ziffermaBig zu beurteilen, 
hat man zweierlei Wege eingeschlagen. Man hat einerseits die 
Zeitdauer bestimmt, welche das vollstindige Verschwinden der 
intakten Stiirke beansprucht, anderseits die Zuckermenge, welche 
in einer bestimmten Zeit gebildet wurde. Die beiden Wege be- 
leuchten jedoch Seiten des Vorganges, welche wesentlich von- 
einander verschieden sind; denn es kann diastatische Prozesse 
geben, welche aufhéren, wenn die Starke zu Dextrinen ge- 
wisser Grdfenordnung und den diesen Prozessen nebenher- 
laufenden Zuckermengen abgebaut ist. Wirde man bei einem 
solchen Prozesse lediglich die Zeitdauer des Verschwindens der 
Stirkereaktion in Betracht ziehen, so wiirde man einen solchen 
Prozef} unter Umstinden auf gleiche Stufe stellen mit einem 
anderen Prozesse, bei welchem die Starke vollstandig oder 
nahezu vollstéindig zu Zucker abgebaut wird. Nimmt man ander- 
seits lediglich die in bestimmter Zeit gebildeten Zuckermengen 
zum MaBstabe, so kénnte es unter Umstiinden tibersehen werden, 
wenn ein Teil der Starke durch die Diastase iiberhaupt nicht 
angegriffen wurde. Insbesondere auf das letztere Moment muBte 
bei meinen Versuchen Riicksicht genommen werden, weil nach 
der bekannten Négelischen Ansicht von der Starkecellulose 
und Stirkegranulose zu vermuten war, daf in den von mir 
verwendeten natiirlichen Stirkesorten Anteile vorhanden sind, 
welche durch Diastasen viel schwerer angegriffen werden als 
die tibrigen Anteile, méglicherweise vielleicht gar nicht von 
den Diastasen verdindert werden. 

Im Sinne dieser Ausfiihrungen habe ich bei meinen Versuchen 
beiden Gesichtspunkten Rechnung getragen und sowohl den in 
bestimmten Zeitriiumen gebildeten Zucker quantitativ bestimmt, 
als auch wenigstens aproximativ die Zeitdauer, welche das Ver- 
schwinden der Jodreaktion beansprucht, ermittelt. Die letztere 





’ 
: 
: 
j 








Die Verdaulichkeit der Starke verschied. pflanzl. Futtermittel usw. 8d 


ist unmittelbar aus vorstehenden Tabellen ersichtlich; dagegen 
ermodglichen diese Tabellen zuniichst keinen direkten Vergleich 
der einzelnen Stirkesorten untereinander, sondern nur immer 
einen Vergleich jeder einzelnen Starkesorte mit der Weizenstiirke. 

Um zunachst den Zuckerwert, welchen das Gemenge am Be- 
ginne des Versuches zeigt und welcher von schwer beeinfluBbaren 
Au8erlichkeiten abhingt, zu eliminieren, habe ich diesen Anfangs- 
wert von dem jeweils ermittelten Zuckerwerte abgezogen. Diese 
Differenzwerte sind in der nachstehenden Tabelle D verzeichnet. 

Um auch einen Vergleich der einzelnen Stiirkesorten unter- 
einander zu ermOglichen, habe ich den Zuckerwert, welchen 
jeweils die Weizenstarke aufweist (Differenzwert), als Einheit 
angenommen und zu dieser Kinheit den entsprechenden Zucker- 
wert in Verhialtnis gesetzt. Auch diese Verhiiltniszahlen finden 
sich in nachstehender Tabelle (E). 


Tabelle D. Speicheldiastase. 


























1/9 1 11/2 | 2 
Nach J 
Stunde Stunde Stunde Stunden 

Weizen ....e. 4.3 4.6 4.9 5,4 
Mais... . 4,2 4,7 5,0 5,0 
Welmem. . . «+ s- 3,2 4,5 5.5 5,5 
Gerste . 4.8 4.8 59 6,0 
Weizen. . 4,3 4.6 4.9 54 
Mc oe we * 3 53 6,0 6.0 | 6.3 
Weizen. .... a7 4,2 4,7 | 6,2 
Roggen. . .. 2,8 3,8 44 6 
WeIem. « se ew 6.0 6,0 6,2 | 6,5 
Hafer 41 4,6 5,4 6,1 
Weizen. . 3,2 4,5 55 | 5,5 
Hirse 3,7 4.6 5.0 | 5,7 
Weizen. .... 6.0 6.0 6,2 6,5 
Kartoffel . 51 51 58 | 58 
Weizen. ........ | 38 41 51 | 60 
Erbsen. . . 3,8 4.4 5,4 5,4 
Weizen....... 3,8 41 51 6.0 
Linsen . 2,7 3,1 | 3,1 3,1 
Weizen. a7 42 | 4,7 | 6,2 
Bohnen 0,9 24 | a 2,9 
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Tabelle D. Pankreasdiastase. 
































Nach: is 1 its | 2 
Stunde Stunde Stunde Stunden 
Weizen. 47 | 56 5,7 6,0 
Mais . 53 | 5,7 6,2 6.3 
Weizen. . ; 42 | 50 5,2 54 
Gerste . ‘ 4,3 | 4.9 5,3 5,4 
Weizen. 42 | 52 | 56 5,7 
Reis . 46 | 52 | 5,7 5,7 
Weizen. 5,2 | 5,8 | 5,9 6,0 
Roggen 3,5 | 3,9 3,9 3,9 
Weizen. 49 | 54 | 5,6 6,0 
Hafer 4.0 4,7 | 5,0 5,1 
Weizen. 50 | 56 | 5,7 5,8 
Hirse 50 8| (65 6,5 6,5 
Weizen . 52 | 5,6 5,7 5,8 
Kartoffel . 60 | 63 6,6 6,6 
Weizen. 50 | 65,7 6,0 6,1 
Erbsen . 3,6 5.0 5,3 | 5,5 
Weizen. 48 | 50 5,6 5,8 
Linsen . 42 | 47 5,2 5,4 
Weizen. ; 42 | 47 5,2 56 
Bohnen 2,1 | 23 2,5 2,6 
Tabelle D. Malzdiastase. 
Nach: | i | | | _hhs | - 
Stunde | Stunde Stunde | Stunden 

Weizen. . , ae 7,9 8,2 
Mais. — 5,0 5.7 6,1 6,3 
Weizen. | 63 | 67 7,0 7,1 
Gerste . | 83 | 84 8.6 8,8 
Weizen. | 58 | 65 7,0 7,5 
eis . | 58 | 71 7,3 7,5 
Weizen. . / 60 | 7,0 7,2 7,D 
Roggen. . . | 6,1 | 7,9 7,8 7,9 
Weizen. . 6,2 6,7 6,9 7,2 
Hafer | | ee 6,5 6,7 
Weizen. | 60 | 63 6.6 6,8 
Hirse 5,1 5.8 6,4 6,6 
Weizen . 65 =|) «68 7.0 7,2 
Kartoffel . ie 8.8 8.8 8,8 
Weizen | 62 | 2,7 7.8 2, 
Erbsen . 5,4 6,0 | 6,3 6,9 
Weizen | 63 | 68 | 7,0 7,2 
Linsen . 6,5 | 7,0 7,3 7,0 
Weizen. . | 62 | 66 | 69 7,1 
Bohnen 4.5 4,9 5,1 | 5,1 
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Tabelle E. Speicheldiastase. 








1/ 1 1 1/s » 








Yy , /2 a 

anaes | Stunde | Stunde Stunde | Stunden 
Weimen. sw as — 1 | 1 | 1 | 1 
eee 0,97 | 1,02 1,02 | 0,92 
Weitem. . 2 wn se 1 | 1 1 | 1 
Cr ke ee ee we , 150 | 1,07 | 1,08 | 1,09 
Weizen. ..... aged 1 | 1 1 1 
os: & ao ae 123 | 1,30 | 122 | 1,16 
Weitem. . 1-1. 2s es | 1 | 1 | 1 | 1 
Se a 076 | O90 | O93 | 0,74 
Weizen.... «1... 1 >. ;}; SS FR @ 
Melee 2 kw te ..| 068 | 0,76 | O87 | 0,94 
es eee 1 | 1 | 1 | 1 
Ge. ye ee SG whe 1,16 1,02 | 091 | 1,04 
Weizen........ . 1 > | £& Ff 4 
BartoMel .. . «2. +; — 08d | 0,85 093 | 0,89 
eee. |. ik wee 1 1 | 1 | 1 
See ee ee ee ee 1 | 107 | 1,06 | 0,90 
WOR: 6 ee He Os 1 | 1 | 1 | 1 
Bs 6s % & -_ 0,70 ; O,75 | O60 | O51 
Weizen......... e* |; & | 4 1 
Bohmem . 6 «+ see: -| O24 | O87 | 0,57 0,47 


Tabelle E. Pankreasdiastase. 








EE 
; 1/9 | 1 1'/s 2 
Nach: Stunde | Stunde | Stunde | Stunden 
Weizen. ........ | 1 | 1 | 1 | 1 
Oe ee | 113 | 1,02 | 109 | 1,05 
Weisem. . 6. ee eee | 1 | 1 1 ! 1 
a | 102 | 098 | 102 | 1 
i i me eH a 1 | 1 | 1 | 1 
se ak ke he ae .«f 1,09 | 1 | oo | 1 
WH ke we ce ee | 1 1 1 | 1 
pe ee eee 0,67 0,67 | 0,66 | 0,65 
Weizen....... 1 1 1 1 
0 ee | 0,82 0,87 | 0,89 0,85 
Weiteh. cc se ew ee | 1 1 | 1 1 
ee 6 ae & wwe oe we aT 1 116 | 1,14 1,12 
Weizn......... ; -* F 4 Y + @ 
OS ee |} 1,15 | 1,12 116 | 1,14 
hic es me me & 1 | 1 1 | 1 
es ks ee RY |} 0,72 | 088 | 0,88 | 0,90 
Weizen. ...... -— 1 1 1 | 1 
SOs Goce é ee eH 0,87 094 | 093 | 0,93 
Weizen. .....e. <t 1 | 1 | 1 
Bonmem .. 2+. es 0.50 | 049 | 048 | 0,46 
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Tabelle E. Malzdiastase. 



































T . "lg 1 1'/2 2 
Nach: 
Stunde Stunde Stunde | Stunden 

i. ee ee | 1 1 | 1 1 
ae ee | 0,70 0.73 | 0,77 | 0,77 
Oi. 6 6 ccc ee SS oe ae 
Gerele « . + «es 1,31 1,25 | 1,23 | 1,24 
FR eae ee ae 1 1 1 1 
ee a ee ‘ 1 1,09 1,04 | 1 
WOMEN. ts ce ee ees 1 1 1 | 1 
Bone. 6 6 ee es 1,01 1,07 1,08 | 1,05 
a 1 1 1 | 1 
Pe 64a aes * am 0,85 0,91 0,94 | 0,98 
Weizen.. 2... .0.. 1 1 i | 1 
DG Ka ak ee 0,85 0,92 0,97 | 0,97 
WO. © 6s ea ee 1 1 1 1 
Kartoffel . . 1,34 1,29 1,25 | 1,22 
6 i os ee 1 1 1 1 
Erbsen. .. . 0,87 0,78 0,80 0,88 
i ae 1 1 1 1 
en a a ae ae 1,03 1,02 1,04 1,04 
es ee. ee aoe 1 1 1 1 
a 0,72 0,74 | 0,73 0,71 





Zieht man lediglich die nach 2stiindiger Einwirkung der 
Diastase gebildeten Zuckermengen in Betracht, so kann man 
die untersuchten Starkesorten in ihrem Verhalten gegen die 
einzelnen untersuchten Diastasen nach ihrer Angreifbarkeit in 
folgende Reihen bringen, wobei an der Spitze die leichtest an- 
greif bare Stirkeart und am Ende die schwerst angreifbare steht: 


Speicheldiastase : 
Xels 1,16 
Gerste 1,09 
Hirse 1,04 
Weizen 1,00 
Hafer 0,94 
Mais O91 
Erbsen 0,90 
Kartoffel 0,89 
Roggen 0,74 
Linsen 0,51 
Bohnen 0,47 


Pankreasdiastase : 
Kartoffel 1,14 
Hirse 1,12 
Mais 1,05 
Reis 1,00 
Gerste 1,00 
Weizen 1,00 
Linsen 0,93 
Erbsen 0,90 
Hafer 0,85 
Roggen 0,65 
Bohnen 0,46 


Malzdiastase: 
Gerste 1,24 
Kartoffel 1,22 
Roggen 1,05 
Linsen 1,04 
Weizen 1,00 
Reis 1,00 
Hirse 0,97 
Hafer 0,93 
Erbsen 0,88 
Mais 0,77 
Bohnen 0,71 
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Diese Zusammenstellung zeigt vor allem anderen, daf die 
Diastasen wohl recht verschieden auf verschiedene Stirkesorten 
einwirken. So steht z. B. die Kartoffelstiirke, welche bei der 
Malz- und Pankreasdiastase an ersterer Stelle steht, bei der 
Speicheldiastase ziemlich weit unten. Immerhin zeigt sich, dal 
die Stirke der Hiilsenfriichte in allen drei Reihen ziemlich weit 
hinten steht, was mit der praktischen Erfahrung iibereinstimmt, 
welche die Leguminosenstérke im allgemeinen als schwer ver- 
daulich ansieht. 

Diese Zusammenstellung gibt aber durchaus noch keinen 
vollkommenen Uberblick iiber die Resultate meiner Arbeit, weil 
sie einerseits das Verschwinden der Jodreaktion, anderseits die 
in den Zwischenzeiten erhobenen Zuckerwerte nicht in Betracht 
zieht. Gerade aber diese Daten sind fiir die Beurteilung der 
Verdaulichkeit einer Stirkesorte gleichfalls von Bedeutung. Mit 
Riicksicht auf die praktischen Zwecke, welche meine Arbeit 
verfolgt und welche hauptsichlich darin gipfeln, ein Moment fiir 
die Beurteilung der Verdaulichkeit und Bekémmlichkeit eines 
Futtermittels zu ermitteln, miissen auch die letztgenannten Daten 
diskutiert werden. Dies soll dem praktischen Zwecke ent- 
sprechend in der Weise geschehen, dai jede der einzelnen 
Starkesorten niher charakterisiert wird. 

Weizenstirke wurde als Vergleichsobjekt, bezw. ihre 
Angreifbarkeit als Einheit angenommen. Die Stirkereaktion mit 
Jod verschwand nach 2stiindiger Einwirkung der Diastasen 
niemals vollstindig. Sie wurde nur bei der Speicheldiastase 
regelmifig bis auf ein Minimum herabgedriickt (rotviolette Fiir- 
bung). Die Hauptmenge an Zucker wurde bei der Weizenstirke 
regelmaBig in der ersten halben Stunde gebildet, in den darauf- 
folgenden Zeitabschnitten nahm die Zuckerbildung nur in ge- 
ringem Mafe zu. 

Maisstirke ergibt bei der Verzuckerung durch tierische 
Diastase nahezu dieselben Werte wie die Weizenstirke, die Jod- 
reaktion verschwindet bei der Einwirkung von Speicheldiastase 
rascher als bei der Weizenstirke. Dieses letztere Moment 
gibt einen kleinen Unterschied in der Ausniitzbarkeit der Mais- 
stirke im Tierkorper gegeniiber der Weizenstiirke. Durch Malz- 
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diastase allerdings wird die Maisstirke nennenswert weniger 
leicht angegriffen. 

Reisstarke wird durch Speicheldiastase rasch abgebaut 
und verzuckert. Gegeniiber Pankreas- und Malzdiastase ergibt 
sich jedoch kein groBer Unterschied zur Weizenstirke. Wenn 
daher Reis mit Speichel innig gemischt wird, so kann sich aller- 
dings eine bessere Ausniitzung der Stirke im Tierkérper er- 
geben als bei Weizen. 

Gerstenstiarke zeigt im wesentlichen dieselben Verhilt- 
nisse wie Weizenstirke, nur ergibt die Malzdiastase in allen 
Stadien des Versuches eine wesentlich hédhere Zuckerbildung. 
Dieser Umstand kénnte einen Fingerzeig dafiir bilden, daB durch 
Zubereitung der Gerste auf fermentativem Wege die Ausniitzung 
der Gerstenstiirke durch den Tierkérper wesentlich gesteigert 


werden kann. 
Roggenstirke zeigt in der Jodreaktion dhnliches Ver- 


halten wie die Weizenstarke. Nur die Speicheldiastase brachte 
die Jodreaktion nach der ersten halben Stunde der Einwirkung 
zum Verschwinden. Wesentlich langsamer schreitet hingegen 
die Zuckerbildung bei der Einwirkung der tierischen Diastasen 
fort, wihrend bei Malzdiastase gerade das Gegenteil der Fall 
ist. Aus diesen Daten kann geschlossen werden, da die Roggen- 
stiirke im TierkOrper allerdings nicht langsamer abgebaut wird 
als die Weizenstiirke, ja unter Umstéinden, wenn der Speichel 
Gelegenheit hat, mit der Roggenstarke in innige Beziehung zu 
kommen, sogar rascher als die Weizenstarke. Dieser Abbau 
geht relativ rasch nur bis zum Stadium der Dextrine, waihrend 
sich die Zuckerbildung aus diesen Dextrinen erheblich lang- 
samer vollzieht als beim Weizen. Dieser letztere Umstand 1aBt 
seinerseits wieder auf eine schlechtere Ausniitzung der Roggen- 
stiirke durch den Tierkérper schliefen. 

Haferstairke zeigt in allen Belangen einen betréchtlich 
groferen Widerstand gegen Einwirkungen von Diastasen. Sie 
muB als schwerer ausniitzbar angesehen werden. 

Hirsestirke zeigt analoges Verhalten wie Maisstarke. 

Kartoffelstarke wurde in allen Versuchen rascher ab- 
gebaut als die Weizenstirke. Die etwas langsamere Verzucke- 
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rung durch Speicheldiastase hat fiir die Beurteilung der Auf- 
spaltung der Kartoffel im Tierkérper wohl nur geringere Be- 
deutung. Die Ergebnisse meiner Versuche stellen sogar die 
Kartoffelstarke als die leichtest ausntitzbare unter allen unter- 
suchten Stiarkesorten hin. 

Leguminosenstarke (Erbsen, Linsen, Bohnen) zeigt im 
allgemeinen ein von der Weizenstarke wesentlich verschiedenes 
Verhalten. Sie mu im groBen und ganzen als weit schwerer 
verdaulich und ausniitzbar bezeichnet werden, was iibrigens 
auch den praktischen Erfahrungen entspricht. Von den drei 
untersuchten Leguminosenstarkesorten steht entschieden die 
Bohnenstirke an letzter Stelle; sie ist bei weitem die schwerst 
verdauliche. Allerdings zeigen alle drei Stirkesorten bei der 
Einwirkung der Speicheldiastase ein verhiiltnismaBig rasches 
Verschwinden der Jodreaktion. Trotzdem ergeben sich aus 
dem Verhalten der Leguminosenstirke im Reagenzglase mannig- 
faltige Anhaltspunkte dafiir, daB im Tierkérper leicht unresor- 
bierbare oder schwer resorbierbare Abbauprodukte der Stirke 
in die hinteren Partien des Darmkanals gelangen kénnen, welche 
dort bakteriellen Prozessen anheimfallen und unter Umstinden 
zu jenen Gasentwicklungen AnlaB geben, die ja beim Menschen 
unangenehm, besonders aber bei unseren grofien Haustieren 
geradezu verhingnisvoll werden k6énnen. 





Aus den angefiihrten und besprochenen Resultaten ergibt 
sich, daB es méglich ist, durch den Versuch im Reagenzglase 
Anhaltspunkte fiir die Verdaulichkeit der in einem Futtermittel 
enthaltenen Starke zu gewinnen. Es mag ja sein, dab diese 
Anhaltspunkte nicht immer ein vollstindiges Bild tiber das Ver- 
halten der Starke des Futtermittels im Verdauungstrakte des 
Tieres liefern. Wir begniigen uns jedoch auch bei anderen 
Bestandteilen der Futtermittel vielfach mit derartigen Anhalts- 
punkten und reichen damit fiir viele Zwecke volikommen aus. 
Ich erwahne in dieser Beziehung die Bestimmung des unver- 
daulichen Rohproteins mit Pepsinsalzsiure und die verschiedenen 
Methoden der Bestimmung der Rohfaser, welche ja auch nichts 
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anderes darstellen als eine mehr oder minder gelungene Nach- 
ahmung des normalen Verdauungsvorganges. In diesem Sinne 
kénnte auch die Priifung der Verdaulichkeit der Starke eines 
Futtermittels im Reagenzglase allgemeiner zur Beurteilung des 
Wertes eines Futtermittels herangezogen werden. 

Allerdings diirfte dabei nicht wahllos auf eine beliebige 
Diastase gegriffen werden, sondern es miifSten diejenigen Dia- 
stasearten verwendet werden, welche im Verdauungskanal des 
Tieres praktische Bedeutung haben, und es kénnten durch gleich- 
zeitige Priifung mit Speichel- und Pankreasdiastase, wie im 
Vorhergehenden angedeutet worden ist, sogar wertvolle Anhalts- 
punkte tiber das Stadium der Verdauung der betreffenden Starke- 
sorte in verschiedenen Abschnitten des Verdauungsschlauches 


gewonnen werden. 











Bemerkungen zu der von Emil Lenk beschriebenen «Methode 
zur quantitativen Bestimmung der Acetonkérper im Harn>') 
nebst Vorschlag einer abgeanderten Methodik zur getrennten 
Bestimmung des Acetons und der Acetessigsaure im Harn. 


Von 
N. O. Engfeldt, Laborator. 


(Aus dem physiol,-chem., Institut der tierarztlichen Hochschule zu Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Mai 1917.) 


Der Titel der Arbeit des obenerwéhnten Verfassers er- 
weckt zweifellos die Vorstellung, dai simtliche « Acetonkérper» 
des Harnes, somit auch die quantitativ wichtigste, nimlich die 
B-Oxybuttersdiure der Gegenstand der Bearbeitung gewesen 
seien. Dies ist indessen nicht der Fall. Lenk halt sich aus- 
schlieBlich beim Aceton und der Acetessigséure auf, und das 
Resultat seiner Arbeit ist eine Methode zu getrennten Be- 
stimmungen dieser beiden Koérper. Der Verfasser griindet seine 
Methode auf die von ihm gemachte interessante Beobachtung, 
daB beim Kochen mit Permanganat in schwach essigsaurer 
Losung das Aceton nicht angegriffen wird, wahrend die Acet- 
essigsiure der sog. Sdurespaltung unterliegt. Aus der Differenz 
zwischen dem Gesamtacetongehalt (der Summe des prafor- 
mierten und des aus der Acetessigséiure erhaltenen Acetons) 
und dem nach der Zerstérung der Acetessigsiure auf die an- 
gedeutete Weise erhaltenen Wert des praformierten Acetons 
geht der Acetessigsiuregehalt hervor. 

Die vom Verfasser ausgearbeitete Methodik zur Ausfiihrung 
der Bestimmung hat sich indessen bei naherer Priifung als mit 
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so ernsten Miingeln behaftet erwiesen, dafi eine Berichtigung 
derselben vonnéten zu sein scheint. 

Der Verfasser betont, daB er sich zur Aufgabe gemacht 
hat, zur Bestimmung des Acetons und der Acetessigséure die 
Destillation des Harns dadurch zu umgehen, daf die 
jodbindenden, nicht Aceton liefernden Substanzen zerstort 
werden. Am besten hat sich das Kaliumpermanganat in saurer 
Losung bewihrt. Als Saéure wurde zuerst Schwefelsiure ge- 
nommen. Der Harn wurde mit Permanganat in schwefelsaurer 
Loésung unter RiickfluBkiihlung gekocht, dann Oxalsaure bis zur 
Entfarbung zugegeben, die erkaltete Lésung alkalisch gemacht, 
das Manganhydrat abfiltriert und das Filtrat mit "/10-Jodlésung 
versetzt, und schlieflich der Jodverbrauch durch Titrierung mit 
Thiosulfat bestimmt. Niemals war bei hinreichender Menge 
von Permanganat, auch wenn der Harn Traubenzucker ent- 
hielt, Jod verbraucht worden. 

Dem, der die Zusammensetzung des Harns einigermafen 
kennt und auf diesem Gebiete gearbeitet hat, erscheint diese 
Behauptung des Verfassers wenig wahrscheinlich. 

In welcher Konzentration das Permanganat und die 
Schwefelsiiture bei obenstehenden Versuchen zur Wirkung ge- 
kommen sind, geht im iibrigen nicht aus dem Berichte des 
Verfassers hervor. Ich habe jedoch die Annahme gewagt, dab 
Verfasser im Anschlu8 an die von ihm spiiter gegebene Vorschrift 
fiir die Ausfiihrung der Bestimmung im Harn gearbeitet hat. 

Bei den Versuchen, welche von mir sowohl mit normalem 
Harn wie mit solchem, dem gewisse Quantititen Traubenzucker 
zugesetzt waren, ausgefiihrt wurden, bin ich zu einem ganz 
anderen Resultat, als dem vom Verfasser angegebenen, ge- 
kommen. In untenstehenden Versuchen, wo auf 10 ccm Harn 
50 cem ®/1-KMnO, und 1 ccm konzentrierte H,SO, zur An- 
wendung gekommen sind, ist bei normalem Harn ein Jodver- 
brauch von nahezu 2 ccm "/10-Jod festgestellt worden. Bei An- 
wesenheit von 2,5°/o Traubenzucker steigt der Jodverbrauch 
auf etwa 6 ccm. Erhdht man die Schwefelséuremenge auf 
2 ccm, so scheint der Jodverbrauch eher zu- als abzunehmen. 
Bei dem letzteren Versuch war der SchluBpunkt bei der Ti- 
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trierung auBerdem nicht scharf markiert, weil sich bei dem 
Versuch wahrscheinlich freies Chlor gebildet hat.) 

1. 10 ccm Harn + 10 ccm /:-KMnO, + 1 ccm H,SO, wurden 
20 Minuten unter Riickfluf gekocht, vorsichtig mit Oxalsaurelésung entfarbt, 
mit 20 ccm 20°/oigem NaOH gefallt, filtriert, Jodverbrauch: 1,8 ccm ®/10-Jod. 

2. Wie bei 1, Jodverbrauch: 1,6 cem ®/10-Jod. 

3. » » 1, mt 2 ccm H,SO,, Jodverbrauch: 2,00 cem ™410-Jod. 

4 » » 1, mit 0,25 g Traubenzucker und 1 ccm H,SO,, Jod- 
verbrauch: 6,1 ccm. 

5. Wie bei 4, Jodverbrauch: 5,7 ccm. 

Der Verfasser betont ferner, dafi die Acetessigsiure bei 
Behandlung mit Permanganat und Schwefelsiure glatt in Aceton 
iibergeht. Diese Angabe ist, wie ich weiterhin zeigen werde, 
fehlerhaft oder wenigstens nicht ganz richtig. Dagegen scheint 
die Angabe, dafi das Aceton von Permanganatschwefelsiure 
angegriffen wird, richtig zu sein. 

Zur Nachweisung des letzteren Verhaltnisses habe ich 
aus Griinden, die aus dem Folgenden hervorgehen werden, eine 
von der des Verfassers etwas abweichende Methodik ange- 
wendet. So wurde die Acetonlésung?) von bekannter Starke 
erst unter Riickflufi 20 Minuten behandelt, dann vollstandig 
abgekiihlt und nach geeigneter Verdiinnung mit Wasser einer 
20 Minuten langen Destillation (unter geniigenden Vorsichts- 
mabregeln gegen Acetonverlust) unterworfen. In den erhaltenen 
Destillaten wurde der Jodverbrauch nach Messinger nach 
15 Minuten Einwirkung bestimmt. In 5 Versuchen mit einer 
Acetonlésung, die bei direkter Untersuchung 9,6 ccm "/10-Jod 
verbrauchte, fanden sich 6,9, 7,6, 7,6, 7,2 und 8,2 ccm. Bei 
der Behandlung mit Permanganat und Schwefelsaéure scheint 
somit ein wechselnder wie auch betrichtlicher Acetonverlust 
einzutreten. Ob der Acetonverlust der Bildung von Mesitylen 
(wie Lenk behauptet) oder von anderen Substanzen zuzu- 
schreiben ist, laBt sich natiirlich nicht ohne nihere Untersuchung 





1) Bei der Destillation entstand wenigstens ein Destillat, das Jod 
aus Jodkalium entband. Es ist wahrscheinlich, daS Chlor durch die oxy- 
dierende Einwirkung des Permanganates aus dem Chlornatrium des Harns 


entstanden ist. 
2) Durch Destillation tiber Permanganat gelist. 
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feststellen. Mesitylen bildet sich zwar bei der Behandlung des 
Acetons mit konzentrierter Schwefelsdéure, der Reaktionsverlauf 
selbst ist aber als eine Anhydridisierung zu betrachten, und es 
laBt sich schwer denken, daf eine solche Reaktion bei, im Ver- : 
hiiltnis zu der vorhandenen Wassermenge, so kleinen Mengen 
Schwefelsiure, wie sie hier in Frage kommen, zustande kommen 
kann. Beim Kochen einer Acetonlésung mit Schwefelsdure unter 
Riickflu8 in einer Konzentration bis zu 15°/o war eine Einwir- 
kung auf das Aceton nicht zu konstatieren. Nach der Destillation 
verbrauchten die erhaltenen Destillate wenigstens den bei den 
Versuchen angewendeten Acetonquantitéiten entsprechende Jod- 
mengen. Irgendwelchen Beweis dafiir, da® sich bei der Behand- 
lung des Acetons mit Permanganatschwefelséure wirklich Mesi- 
tylen bildet, fiihrt der Verfasser tiberhaupt nicht an. 

Beim Kochen von Acetonharn mit Permanganat in essig- 
saurer Lésung hat Lenk dagegen gefunden, daB das Aceton 
intakt verbleibt, daB die Acetessigsaéure der sog. Saurespaltung 
unterliegt und daf die im Harn vorkommenden anderen jod- 
verbrauchenden Substanzen vollstindig zerstért werden. 

Die zur Kontrolle dieser Angaben von mir ausgefiihrten 
Versuche haben die Richtigkeit derselben im grofen ganzen, 
insoweit es sich um das Aceton und die Acetessigséure handelt, 
bestitigt. Dagegen hat sich gezeigt, daf die Permanganat- 
behandlung des Harnes, offenbar durch Einwirkung auf andere 
Harnbestandteile, die Entstehung einer Menge jodverbrauchen- 
der Substanzen veranlaft, die in einem bedenklichen Grade 
storend auf das Resultat einwirken. 

Besonders ist dies der Fall, wenn der Harn, was, wie be- 
kannt, bei Acidosis das gewohnlichste ist, Traubenzucker enthialt. 


Die Einwirkung der Permanganatessigsiure auf das 
Aceton. 


Bei der Untersuchung der Einwirkung der Permanganat- 
essigsiure auf das Aceton wandte ich das eben bei der Unter- 
suchung der Einwirkung der Permanganatschwefelséure an- 
gefiihrte Verfahren an. In 6 untersuchten Fiillen mit einer 
Acetonlésung, die bei direkter Titrierung 9,6 ccm ®/10-Jod 
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verbrauchte, zeigten die Destillate einen Jodverbrauch von 
9,2, 9,4, 9,2, 9,5, 9,3, 9,2 eem. Die wiedergefundenen Mengen 
sind zwar etwas geringer, als die bei den Versuchen an- 
gewendeten, die Ausbeute muS aber doch als befriedigend 
betrachtet werden und gibt keinen augenscheinlichen Grund 
fiir die Annahme, dafi das Aceton bei der Behandlung mit 
Permanganatessigsiure in einem nennenswerten Grade an- 
gegriffen wird. 

Fiihrt man indessen den obenstehenden Versuch in voller 
Ubereinstimmung mit dem Vorschlage des Verfassers aus, 
d. h. bewerkstelligt man die Titrierung direkt in der Fliissig- 
keit, nachdem dieselbe mit Oxalsaure entfairbt und das Man- 
gansalz mit Natronlauge gefallt worden ist, so tritt als Resultat 
ein Verlust von Aceton, in der Regel in einem betrachtlichen 
Grade, ein. Die Ursache des Acetonverlustes liegt, wie niahere 
Untersuchungen gezeigt haben, in der Oxalsiurebehandlung. 
Das hierbei entwickelte Kohlendioxyd reift!) naémlich einen Teil 
des Acetons mit sich, auch wenn der Oxalsiurezusatz mit der 
groften Vorsicht vorgenommen wird. Hier unten erfolgt eine 
Zusammenstellung der Versuche. 


1. 10 ccm Acetonlisung (direkt 9,6 ccm "/10-Jod) +- 50 ccm /1-KMnO, 
+ 1 ccm CH,COOH wurden 20 Minuten unter Riickflu8 gekocht, mit Oxal- 
sdurelésung entfarbt, mit 20 ccm 20°/oiger Natronlauge gefallt und nach der 
Filtrierung mit /:0-Jodlésung behandelt. Jodverbrauch: 6,4 ccm 4/10-Jod. 
2. Wie bei 1, Jodverbrauch: 5,9 ccm 4/10-Jod. 


3. >» >» |, > : 6,6 » > 
4.2) >» » 1, > : 8,7 >» > 
a) > >» i, > : 8,0 » > 
6.) > » | » : 8,2 > » 


In simtlichen Versuchen wurde also ein Acetonverlust 
konstatiert, und zwar bei tropfenweisem Zusatz von Oxal- 
sdure etwa 15°/o, bei vorsichtigem, aber schnellerem Zu- 
satz bis zu 30 bis 40°/o. 





‘) Vergleiche die Folinsche Methode fiir die Bestimmung von Aceton 
und Acetessigsiure, wo das Aceton durch Durchblasung eines Luftstromes 


bei gewohnlicher Temperatur isoliert wird. 
*) Die Oxalséiurelésung wurde mittels Scheidetrichters auBerst 


vorsichtig tropfenweise zugesetzt. 
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Daf das Kohlendioxyd wirklich das Aceton mit sich zu 
reiBen vermag, ist auf folgende Weise festgestellt worden. 

Nach abgeschlossenem Kochen wurden in die obere 
Miindung des Kihlers teils ein Scheidetrichter und teils eine 
mit Wasser gefiillte Kugelréhre mittels eines doppeltgebohrten 
Pfropfens eingepaBt. Die Oxalséurelisung wurde vom Scheide- 
trichter tropfenweise hinzugetriufelt und das entwickelte Kohlen- 
dioxyd mute die Kugelréhre passieren. Nach der Entfarbung 
des Permanganates wurde das Wasser in der Kugelrdhre 
untersucht, wobei ich immer einen positiven Ausschlag fiir 
Aceton erhielt — in der Regel mit der Liebenschen (deut- 
liche Jodoformfallung) und immer mit der Frommer-Eng- 
feldtschen') Acetonprobe. 

Als Resultat des Versuchs mit Aceton und Per- 
manganatessigsdure geht somit hervor, daB das Ace- 
ton gar nicht, oder nur in unbedeutendem Grade 
angegriffen wird, daB dagegen aber bei Anwendung 
der Lenkschen Methodik ein betrichtlicher Aceton- 
verlust stattfindet. 


Die Einwirkung der Permanganatessigsdure auf die 
Acetessigsiure. 


Bei der kontrollierenden Untersuchung, die ich zur Er- 
mittelung der Einwirkung des Permanganats auf die Acetessig- 
siiure ausgefiihrt habe, hat sich, wie ich schon im Vorher- 
gehenden angedeutet habe, gezeigt, daB im grofen ganzen 
eine Acetonbildung (Ketonspaltung) nicht zustande kommt, 
und soweit bin ich mit dem Verfasser vollstandig einig. Da- 
gegen fiihle ich mich von der Richtigkeit in der Diskussion 
des Verfassers Uber den Reaktionsverlauf zwischen Acetessig- 
siiure, Essigsiiure und Permanganat nicht tiberzeugt. Der 
Verfasser ftihrt an: «Beim Kochen der Loésung der beiden 
Acetonkérper mit Oxalsaéure wird die Acetessigsaéure in 
Aceton tibergefiihrt (Gesamtaceton), beim Kochen mit Essig- 
siure bleibt das Aceton unberiihrt, wahrend die 





') Engfeldt, Berlin. Klin. Wochenschr., Nr. 18 (1915). 
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Acetessigsiure in das Acetat der B-Oxycrotonsiaure 
iibergeht. Das Acetat der B-Oxycrotonséure gibt nicht mehr 
die gewohnlichen Acetessigreaktionen, spaltet sich aber bei 
Gegenwart von Permangat héchstwahrscheinlich an der Stelle 
der Doppelbindung auf». 

Tatsachlich erscheint es héchst unwahrscheinlich, daf 
die Essigsdéure in der hier in Frage kommenden Konzentration 
acetylierend auf die Acetessigsiure wirken sollte, die bei der 
Reaktion folglich als Alkoholsaure (B-Oxycrotonséure, Enolform, 
CH, - C(OH) : CH - COOH) fungieren sollte. Bei der Destillation 
von Acetessigsiiure bei Gegenwart recht bedeutender Mengen 
Essigséure hat sich, im Gegensatz zu der Angabe des Verfassers, 
in Wirklichkeit gezeigt, daB eine vollkommen normale Aceton- 
bildung zustande kommt. Bei Destillationsversuchen mit den- 
selben Quantitéten Acetessigsaiure unter Anwendung verschie- 
dener Sduren (Oxalsdure, Weinsiure, Citronensaure, Essigsiure, 
Phosphorsiure, Schwefelséure) haben die erhaltenen Destillate 
dieselben Mengen Jod verbraucht, ja auch in neutraler und 
sogar in schwach alkalischer Losung ist dies der Fall gewesen. 

Meine oben ausgesprochene Vermutung, daf die Essig- 
siure bei Gegenwart von Permanganat nicht auf die Weise, 
wie Verfasser es glaubhaft machen will, an der Reaktion teil- 
nimmt, wird auch dadurch bestitigt, daB sie entweder voll- 
stindig ausgeschlossen oder gegen andere Séiuren 
(Schwefel- und Phosphorséure) vertauscht werden kann, 
Ohne daf das Resultat sichtbar ein anderes wird, 
d.h. die Acetessigsiure wird unter den zuletzt an- 
gefiihrten Bedingungen ohne nennenswerte Aceton- 
bildung durch das Permanganat zersetzt. 

Die Destillationsversuche mit Permanganat wurden un- 
mittelbar nach der Vakuumbehandlung der Acetessigsiure- 
lésung!) ausgefiihrt. Diese Behandlung wurde im ibrigen in 





') Bei den hier angefiihrten Versuchen wurde eine hauptsiichlich 
nach den inNeubergs «Der Harn» angegebenen Vorschriften auf folgende 
Weise dargestelite Acetessigsaure verwendet: 13 ccm Acetessigsdureatyl- 
ester wurden durch Behandlung mit einer Natronhydratlésung (7 : 500) 
24 Stunden lang einer kalten Verseifung unterworfen, worauf CO, zur 








100 N. O. Engfeldt, 


allen den Fallen, wo die Acetessigséiureldsung mehr als 24 Stun- 
den vermehrt wurde, wiederholt. 


1. 109 ccm Acetessigsdurelésung (welche 10,5 ccm /10-Jod Aqui- 
valent waren) -+ 50 ccm ®/:-KMnO, -+- 1 cem CH,COOH wurden unter Hin- 
zutraufelung von Wasser auf das konstante Volumen der Destillation 
unterworfen. Jodverbrauch der Destillate: 0,55 ccm ®/10-Jod. 

2. Wie bei 1, Jodverbrauch der Destillate: 0,50 ccm 4/10-Jod. 

3. »  » 1,mit 1g H,SO, (wasserfrei) Jodverbr. : 0,55 ccm "/10-Jod. 

4. >» oo 4, » 2oere,( > ) » :0,55 >» > 
5. »  » 1, ohne Saure > 20,55 >» > 

6. 20 ccm (Aquivalent mit 22,8 ccm "/10-Jod) + 100 ccm ®/1-KMn0, 
-+- 2 ccm CH,COOH wurden 20 Minuten unter Wasserzutraufelung auf das 
konstante Volumen destilliert. Jodverbrauch: 1,4 cem /10-Jod. 

7. 20 cem (Aquivalent mit 22,8 ccm /10-Jod) + 100 cem 5°/oige 
KMnO, -+ 100 ccm H,O + 2 ccm CH,COOH wurden ohne Wasserzu- 
triufelung destilliert. Jodverbrauch: 1,3 ccm ®/10-Jod. 

8. Wie bei 7, Jodverbrauch: 1,2 ccm 2/10-Jod. 

9 » » 7, ohne Essigséure. Jodverbrauch: 1,3 cem ®/10-Jod. 


Aus den Versuchen mit Acetessigsaure und Permanganat 
geht somit hervor, dafi die Saéure in keinem nennenswerten 
Grade einer Acetonspaltung unterliegt, ob nun Essigsaure, 
Schwefelsiiure oder Phosphorsaure gegenwartig sind oder nicht. 
Die Destillate verbrauchen zwar eine geringe, ungefahr 5°/o 
der gegenwartigen Acetessigsiure entsprechende Menge Jod; 
die durch diese Nebenreaktion verursachte Verminderung der 
Ausbeute kann aber um so mehr geduldet werden, da sie, wie 
es scheint, konstant ist. Bei niherer Untersuchung hat sich 
ergeben, dai die jodverbrauchende Substanz zum gro8eren Teil 
aus Aceton besteht. Es ist indessen schwer, wenn nicht un- 
moglich, mit Bestimmtheit zu sagen, ob dieses sich bei der 
Permanganatbehandlung selbst durch die Acetessigsdure gebildet 


vollen Siittigung eingeleitet wurde. Die Fliissigkeit wurde hierauf zur Ent- 
fernung des unverseiften Esters 5mal mit Ather ausgeschiittelt und dann, 
zum Zwecke der Entfernung des Athers und Alkohols und des miéglicher- 
weise bei der Behandlung gebildeten Acetons im Vakuum bei etwa 25° C. 
behandelt. Ein Teil der Lésung wird mit 9 Teilen Wasser verdiinnt. In 
der verdiinnten Liésung war der Alkaliitiberschuf sehr unbedeutend. Eine 
Neutralisierung mit Schwefelsiure wurde deshalb und auch aus dem 
Grunde nicht vorgenommen, weil die freie Acetessigsdure bedeutend un- 
bestandigerer Natur ist, als ihr Alkalisalz. 
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hat, oder ob es in der Acetessigsiiurel6sung schon vor Beginn 
der Versuche als Verunreinigung gegenwirtig gewesen ist. 
Als Stiitze fiir die letztere Annahme kann man anfiihren, dai 
der Jodverbrauch auch bei einer recht bedeutenden Veriin- 
derung der Versuchsbedingungen konstant bleibt. Die Vakuum- 
behandlung der Acetessigsdurelésung ist mdglicherweise fiir 
die Entfernung einer eventuell in derselben befindlichen Ver- 
unreinigung von Aceton nicht vollkommen ausreichend. Dem 
sei jedoch, wie ihm wolle, das Resultat bei der Destillation 
der Acetessigsiure mit Permanganat erscheint mir doch in 
der Tat befriedigend. 

Die Frage, wie der Reaktionsverlauf zwischen der Acet- 
essigsiure und dem Permanganat zu erkliiren ist, lasse ich 
vorlaufig offen. Es ist indessen sehr wahrscheinlich, dafi das 
Permanganat infolge seiner starken Oxydationsfihigkeit be- 
deutend mehr abbauend auf die Acetessigsiiure wirkt, als es 
bei der gewohnlichen sog. Saéurespaltung der Fall ist. 


Die Anwendung der Lenkschen Methode auf den Harn. 


Schon im Vorhergehenden habe ich Gelegenheit gehabt, 
zu zeigen, dali} nach der Behandlung normalen Harns mit 
Permanganat und Schwefelsdure ein bedeutender Jodverbrauch 
stattfindet. Dasselbe ist der Fall, wenn man die Schwefel- 
siure gegen Essigsiiure austauscht. Bei Gegenwart von Trau- 
benzucker im Harn steigt der Jodverbrauch auf das Vielfache. 
Eine Untersuchung von 5 Proben normalen Harns in voller 
Ubereinstimmung mit den Vorschriften des Verfassers hat als 
Resultat die Werte von 1,8, 1,1, 1,2, 1,7, 1,8 cem "/10-Jod 
(Mittel 1,5 ccm) auf 10 ccm Harn ergeben. Die diesem Jod- 
verbrauch entsprechende Menge Aceton betragt ungefiihr 150 mg 
pro Liter, wahrend der wirkliche Acetongehalt 2—3 mg pro 
Liter nicht wesentlich tbersteigt. Ftihrt man diese Versuche 
nach Zusatz von 2,5°/o Traubenzucker aus, so steigt der Jod- 
verbrauch auf 8,1, 7,8, 5,8, 7 und 7,4 cem /10-Jod (im Mittel 
7,2 cem) auf 10 ccm Harn, was ungefihr 700 mg Aceton pro 
Liter entsprechen wiirde. Vergleicht man diese Werte mit den 
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unter physiologischen Verhaltnissen vorkommenden, so erschei- 
nen sie vollstandig ungereimt und bekunden die Untaug- 
lichkeit der Lenkschen Methode auf eine tiberzeugende Weise. 


Eine auf die Lenksche Reaktion gegriindete Methode 
fir getrennte Bestimmungen von Aceton und Acet- 
essigsdure im Harn. 


Wenn auch die Lenksche Methodik fiir getrennte Be- 
stimmungen von Aceton und Acetessigsiure im Harn, wie ich 
eben gezeigt habe, nicht als befriedigend betrachtet werden 
kann, so scheint mir anderseits die von dem _ genannten 
Verfasser gemachte Beobachtung tiber das Verhiltnis der 
Acetessigsiiure zum Permanganat sowohl interessant wie wert- 
voll zu sein und die Moglichkeit einer Verwirklichung der Idee 
des Verfassers in sich zu tragen. Im Gegensatz zum Verfasser 
halte ich jedoch das «Destillationsverfahren» fiir die Erzielung 
eines befriedigenden Ergebnisses notwendig. | 

Kin Umstand, dem der Verfasser keine besondere Auf- 
merksamkeit geschenkt zu haben scheint, dessen Feststellung 
aber bedeutungsvoil ist, ist die Einwirkung, welche der wich- 
tigste der drei «Acetonkérper», nimlich die B-Oxybuttersdure, 
auf das Resultat ausiiben kénnte. Wie bekannt, ist die letztere 
Saiure immer in Aceton in pathologischer Menge enthaltendem 
Harn, ja wahrscheinlich auch in normalem Harn, obschon hier 
nur in unbedeutender Menge, gegenwartig. Die B-Oxybutter- 
siure laBt sich durch verschiedene Oxydationsmittel, wie z. B. 
Chromsiiure, Wasserstoffsuperoxyd, Ammoniumpersulfat, ja auch 
Permaganat in stark verdiinnter Lésung,') leicht in Aceton oxy- 
dieren. Bei der Oxydation bildet sich zwar in erster Reihe Acet- 
essigsiure, wir sind aber nicht berechtigt, a priori anzunehmen, 
daf nicht bei der Permanganatbehandlung eine partielle Aceton- 
bildung zustande kommen kann. Um festzustellen, wie es 
sich in der beriihrten Beziehung verhalt, wurde eine Mischung 
von 10 ccm £-Oxybuttersiure (47 mg, als Ca-Zn-Salz nach 


') Engfeldt, Diese Zeitschr., Bd. 99, S. 2085. 
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Schaffer,!) 50 ccm ®/1-KMnO, und 1 ccm CH,COOH 20 Mi- 
nuten lang der Destillation bei konstantem Volumen (Wasser- 
zutropfelung) unterzogen. Hierbei wurde ein Destillat erhalten, 
das Acetonreaktion nach Lieben nicht gab und bei der Be- 
handlung nach Messinger kein Jod verbrauchte. Wir sehen 
somit, daf die g-Oxybutterséure unter den angegebenen Be- 
dingungen nicht durch Permanganat zu Aceton oxydiert wird, 
und da somit ihre Gegenwart im Harn bei der Bestimmung des 
priformierten Acetons nicht stOrend auf das Resultat wirkt. 
Diese Tatsache ist von der groéften Bedeutung und vermindert 
die Schwierigkeit, mit Hilfe der Lenkschen Reaktion ein an- 
wendbares Verfahren fiir die Trennung des Acetons und der 
Acetessigséure zu finden, in einem betrichtlichen Grade. 

Untersuchen wir schlieBlich die Eigenschaften der sich 
bei der Oxydation normalen Harnes und solches mit Trauben- 
zucker versetzten Harnes bildenden Korper, so finden wir, 
daB die fliichtigen Teile (die Destillate) eine verhaltnismibig 
schwache Jodoformreaktion geben (Lieber), aber dagegen 
kriftig reduzierend sind (Alkali-Ammon.-Silber) und vor allem, 
daf$ ihre vollstandige Entfernung durch Umdestillation mit 
Wasserstoffsuperoxyd in alkalischer Lésung in der Tat még- 
lich ist. Eine kolorimetrische Untersuchung der Destillate 
nach der Frommer-Engfeldtschen?) Acetonprobe ergibt, 
daf bei der Oxydation wahrscheinlich eine Neubildung von 
Aceton in einem sehr geringen Grade zustande gekommen 
ist. Dieses Aceton, das seinen Ursprung héchstwahrscheinlich 
vom Traubenzucker herleitet,*) ist jedoch in so unbedeutender 
Menge vorhanden, daf es bei der Untersuchung pathologischen 
Harnes ohne weiteres unberiicksichtigt bleiben kann. 

Bei der Ausarbeitung der Methodik fiir getrennte Aceton- 
und Acetessigsiurebestimmungen im Harn habe ich teils eine 
chemisch reine, mit Permanganat umdestillierte Acetonlésung, 
teils eine auf die vorher angegebene Weise hergestellte, un- 





1) Schaffer-Marriott, Journ. of Biol. Chemistry, Bd. 16, S. 265 
(1913—14). 

*) Engfeldt, Berl. klin. Wochenschr., Nr. 31 (1915). 

5) Engfeldt, Diese Zeitschr., Bd. 99, S. 191. 
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mittelbar vor den Versuchen durch Behandlung im Vakuum 
von Verunreinigung mit Aceton mdglichst befreite Acetessig- 
siureldsung verwendet. Sowohl die Aceton- wie die Acet- 
essigsiureldsung wurde 20 Minuten einer Destillation in essig- 
saurer Losung unterworfen, und dann der Jodverbrauch in 
den Destillaten nach Messinger nach 15 Minuten Einwirkung 
bestimmt. Hierauf wurde die Acetessigsiiurelésung zum Zwecke 
der Feststellung der Menge Aceton und anderer jodverbrau- 
chender Substanzen, die sich bei dieser Behandlung aus der 
Acetessigsiiure bilden, 20 Minuten einer Destillation mit Per- 
manganat und Essigsaéure unterzogen, und schlieBlich wurde 
eine Mischung von Aceton und Acetessigsiure der Destillation 
mit Permanganat und Essigséiure unterzogen und dann der 
Jodverbrauch im Destillate bestimmt. Als Resultat dieser Vor- 
versuche geht, wie schon im Vorhergehenden betont ist, hervor, 
dai das Aceton nicht angegriffen wird. Dagegen sind wir 
gezwungen, mit einem geringeren Verlust von Acetessigsiure 
zu rechnen, indem etwa 5°/o derselben mutmaBlich der Aceton- 
spaltung unterliegen, obschon nicht mit Sicherheit zu ent- 
scheiden ist, ob das in den Destillaten gefundene Aceton seinen 
Ursprung direkt von der Acetessigsaéure herleitet, oder ob es 
sich, wie schon vorher erwiahnt ist, vor Beginn der Versuche 
als Verunreinigung in denselben befunden hat. 

Wendet man die obenerwiahnte Methodik auf mit Trauben- 
zucker, Aceton und Acetessigséiure versetzten Harn an, so 
erhalt man als Resultat Destillate, die betrachtlich mehr Jod 
verbrauchen, als wie dem bei den Versuchen anwesenden 
Aceton entspricht. Bei der Untersuchung der erhaltenen 
Destillate zeigte sich, daB sie Substanzen mit stark redu- 
zierenden Ejigenschaften enthalten. Durch Redestillation mit 
Wasserstoffsuperoxyd in alkalischer L6sung werden die redu- 
zierenden jodverbrauchenden Substanzen indessen vollstindig 
entfernt. Das bei den Versuchen angewendete Aceton lait 
sich somit auf die angedeutete Weise isolieren und quantitativ 
in den neuen Destillaten wiederfinden. Die Ausbeute wird 
relativ befriedigend, obschon infolge der partiellen Aceton- 
spaltung der Acetessigséure etwas zu hoch. 
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Die Bestimmung des Gesamtacetons im Harn kann auf die 
gewOhnliche Weise durch 20 Minuten Destillation in schwach 
essigsaurer LOsung ausgefiihrt werden. Wendet man bei diesen 
Versuchen 10—20 ccm Harn an und verdiinnt diesen vor der 
Destillation mit 300—400 cem Wasser und gebraucht nicht 
mehr als !/2—1 ccm Essigsiiure, so werden die Phenolverbin- 
dungen des Harns nicht hydrolysiert und folglich nicht in 
fliichtige Form iibergefiihrt. Wir brauchen unter solchen Um- 
stinden nicht mit der Fehlerquelle zu rechnen, die die Gegen- 
wart dieser KOrper in sich trégt, und die sich bei der Titrie- 
rung durch vermehrten Jodverbrauch zu erkennen gibt. Von 
der minimalen Menge anderer fliichtiger jodverbrauchender 
Substanzen, die nebst dem Aceton iiberdestillieren, kann man 
ruhig absehen. Als Aceton berechnet, machen sie namlich 
nicht mehr als 1—2 mg pro Liter aus. Der Unterschied 
zwischen der totalen und der praformierten Acetonmenge 
kann als Acetessigsiure umgerechnet werden. Hierbei muf 
man annehmen, dafi} die Resultate von etwa 5°/o hinter den 
wirklichen zuriickbleiben. 


1. 10 ccm Aceton, 20 Minuten in essigsaurer Liésung destilliert. 
Jodverbrauch: 9,6 cem ®/:0-Jod. 

2. 10 ccm Acetessigséiure, 20 Minuten in essigsaurer Lésung de- 
stilliert. Jodverbrauch: 9.8 cem 2'19-Jod. 

3. 10 ccm Acetessigsaure +- 50 ccm "/10-KMnO, + 1 ccm CH,COOH, 
20 Minuten bei konstantem Volumen (Wasserzutriufelung) destilliert. 
Jodverbrauch: 0,5 ccm "/10-Jod. 

4. 10 ccm Aceton ++ 10 ccm Acetessigsaure + 100 ccm 9/:-KMnQ, 
-++- 2 ccm CH,COOH, 20 Minuten bei konstantem Volumen destilliert. Jod- 
verbrauch: 10,2 ccm /10-Jod. Aceton 106,2°%o, Acetessigsiiure 93,8°/o. 

5. 10 ccm Aceton -++ 10 ccm Acetessigsiure -+- 100 ccm 5° ige 
KMnO, + 100 ccm H,O + 1 cem CH,COOH ohne Wasserzutraufelung 
20 Minuten destilliert. Jodverbrauch: 10,1 cem ®/1:0-Jod. Aceton 105,2°%/o, 
Acetessigsaure 94,8 °/o. 

6. Wie bei 5, Jodverbrauch: 10,2 ccm /10-Jod. Aceton 106,2° 0, 
Acetessigsiure 93.8 °/o. 

7. 10 ccm Aceton + 10 ccm Acetessigséure + 10 ccm Harn-+ 1g 
Traubenzucker + 100 ccm 5°%oige KMnO, -- 100 ccm H,O -+ 1 ccm 
CH,COOH 20 Minuten destilliert. Jodverbrauch: 15,6 ccm. 

Nach Umdestillieren mit NaOH -- H,0,: Jodverbrauch: 10 ccm 
n/io-Jod. Aceton 104,2°c, Acetessigsdure 95,8 0. 
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8. Wie bei 7, Jodverbrauch: 10,1 ccm  10-Jod. Aceton 105,2/o, 


Acetessigséure 94,8 °/o. 
9. 10 ccm Aceton, 20 Minuten in essigsaurer Lésung destilliert. 


Jodverbrauch: 9,9 cem "/10-Jod. 
10. 10 ccm Acetessigséiure, 20 Minuten in essigsaurer Lésung de- 


stilliert. Jodverbrauch: 11 ccm ®/10-Jod. 
11. 10 ccm Acetessigsiure + 100 ccm 5°/oige KMnO, + 100 ccm 
H,O +- 1 ccm CH,COOH, 20 Minuten ohne Wasserzutraufelung destilliert. 


Jodverbrauch: 0,7 ccm ®/10-Jod. 
12. 10 cem Aceton -+- 10 ccm Acetessigsiure -- 100 ccm 5 °/oige 


KMnO, -+ 100 ccm H,O + 1 ccm CH,COOH, 20 Minuten destilliert. 


Jodverbrauch: 10,7 ccm. 
13. 10 ccm Aceton + 10 ccm Acetessigsiure +- 10 ccm Harn -+- 1 g 


Traubenzucker -+- 100 ccm 5°%/oige KMnO, + 100 ccm H,O + 1 ccm 
CH,COOH, 20 Minuten destilliert und mit NaOH -+ H,O, umdestilliert. 
Jodverbrauch: 10,4 cem /10-Jod. Aceton 105°/o, Acetessigsiure 95°/o. 

14. Wie bei 13, Jodverbrauch: 10,5 cem /10-Jod. Aceton 106 %o, 


Acetessigséure 94 jv. 


Untersuchung pathologischen Harns. 


Als Material fiir diese Untersuchung habe ich einen dia- 
betischen, acetonhaltigen, vom Serafimerlazarett in Stockholm 
erhaltenen Harn!) angewendet. Der ganz frische, noch korper- 
warme Harn wurde unmittelbar an Ort und Stelle der Destil- 
lation mit Permanganat in essigsaurer LOsung zum Zwecke 
der Isolierung des praformierten Acetons unterzogen. Hierauf 
wurde die Untersuchung am physiol.-chem. Institut der Tier- 
iirztlichen Hochschule zu Ende gefiihrt, wobei sowohl der 
Zuckergehalt wie die Menge Gesamtaceton der Gegenstand 
von Bestimmungen wurde. Nachdem der Harn 7 Tage lang 
(in einem Falle 1 Tag) ohne irgend welches Konservierungs- 
mittel bei Zimmertemperatur verwahrt worden war, wurde er 
zur Feststellung des Verhiltnisses zwischen dem praformierten 
und dem Gesamtaceton nach einer Verwahrung wahrend der 
ebengenannten Zeit einer erneuerten Untersuchung unterzogen. 
Die auf nebenstehender Tabelle zusammengefiihrten Resultate 
sind in mehreren Beziehungen beachtenswert. 





') Herrn Professor Israel Holmgren, der das klinische Material 
bereitwilligst zu meiner Verfiigung gestellt hat, spreche ich hiermit meinen 


Dank aus. 
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Der allergréfte Teil des Gesamtacetons scheint in frisechem 
Harn als Acetessigsiure vorhanden zu sein, ein Verhaltnis, 
das indessen schon friiher auf anderen Wegen von Embden 
und Schliep!) (durch Vakuumdestillation) und von Folin?) 
(durch Treiben eines Luftstromes durch den Harn) festgestellt 
worden ist. 

Die von mir erhaltenen Werte fiir die Acetessigséure 
wechseln zwischen 81,1 und 90°/o des Gesamtacetongehaltes. 
Diese Werte sind jedoch, aus den vorher erwihnten Griinden, 
als Mindestwerte zu betrachten, da ein wahrscheinlicher Ver- 
lust von 5°/o im Analysenresultat mit in Rechnung zu ziehen 
ist. Im Zusammenhange hiermit sind die Werte fiir das pri- 
formierte Aceton als Hoéchstwerte zu betrachten, weil die 
ebenerwahnten 5°/o darin einbegriffen sind. 

Was mir aber bei dieser Untersuchung von gréftem 
Interesse zu sein scheint, das ist die grofe Haltbarkeit der 
Acetessigsiure, die auch bei sehr unachtsamer Aufbewahrung 
zu bemerken war. Das Untersuchungsresultat zwingt uns 
nimlich, die gewOhnliche Auffassung tiber die diesbeziiglichen 
Eigenschaften der Acetessigsaure in einem nicht unbedeutenden 
Grade zu modifizieren. 

Nach einer eintégigen Aufbewahrung bei Zimmertempe- 
ratur finden wir (Probe Nr. 8), daB die Acetessigsaure nur in 
einem sehr geringen Grade eine Zersetzung erfahren hat, 
indem der Gehalt nur einige Prozent, oder von 81,1 auf 78°/o 
gesunken ist. Nach 7tagiger Aufbewahrung ohne Konservie- 
rungsmittel befand sich der Harn in heftiger Gérung mit 
kraftiger Schimmelbildung. Der Acetessigsiuregehalt war je- 
doch nicht niedriger als bis auf ungefaéhr 60°/o gesunken‘), 
Bei Versuchen mit der Gerhardtschen Eisenchloridreaktion 





‘) Embden und Schliep, Centralblatt f.d ges. physiol. u. patholog. 
Stoffw. (N. F.), Bd. 2, S. 250 u. 289 (1907). 

2) Folin, Journ. of biol. Chem., Bd. 3, S.177 (1902). 

8) Ein Verhaltnis, das ebenfalls verdient, hervorgehoben zu werden, 
ist, daB eine Zunahme der Gesamtacetonmenge nicht stattgefunden hat. 
Eine Acetonbildung aus der im Harn befindlichen B-Oxybuttersdure scheint 
also wahrend der Aufbewahrung nicht zustande zu kommen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol.Chemie. C. 8 
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Tabelle I. 
Ver- Ver- 
wars hiltnis | hiltnis 
der |desAcet- 
b Pri- : praform.| essig- 
Nr. Probe Probe om for- Ge- | Aceton- word po 
ves entnommen c. v. Zucker} Unter- “— sm “4 “a 
suchung | Aceton aceton |Gesamt- |Gesamt- 
aceton | aceton 
°jo mg °/o|mg %jo | %/o °/0 
1 Mann, 31 Jahre | 29./3. 1220 nachm.} 1,036| 6,6 junmittelbar| 6,77; 51,25) 13,2 86,8 | Harn ohne 
Kon- 
2 » 81 » |29/8, 1220 — | — |n.7Tagen| 18,37] 50,28] 365 | 63,5 _ 
servierungs- 
3 > 31 »> 29,/3. 310 1,036} 6,3 |unmittelbar} 9,67) 96,70; 10 90 mittel bei 
Zimmertem- 
4 » 31 >» 29./3. 310 — — |n.7 Tagen} 26,11) 97,67) 26,7 73,3 | peratur ver- 
o > 25 y 29./3. 1255 1,030| 4 Junmittelbar| 43,51) 237,88} 183 | 81,7 |. Wabrt, in 
. ; heftiger Ga- 
6 >» 25 >» 29./3. 1255 — — j|n.7 Tagen | 100,57; 238,85) 42,1 57,9 | rung, kraftige 
: > 25 > = | 20/8. 340 1,031 5,2 lunmittelbar| 35,78| 189,63/ 189 | a1 |, summer 
| | bildung, nach 
8 >» 2 » 29/3. 34 — | — | mn. 24 Std.| 41,58) 188,56; 22 78 |? Tagen noch 
( ~ ' positiv fiir 
9 >» 25 » 29,/3. 340 — — j|n.7Tagen| 81,23| 186,63} 43,5 56,5 | Gerhardt 
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erhielt ich einen deutlichen positiven Ausschlag. Das letztere 
Verhialtnis ist bemerkenswert, da im allgemeinen die Ansicht 
herrscht, daB die Acetessigséure beim Stehen sehr schnell 
zerfallt, und da man deshalb die Gerhardtsche Reaktion, 
um nicht irre gefiihrt zu werden, in moéglichst frischem Harn 
ausfiihren muB. 

Schon 1882 hat Ceresole’) als der erste die freie Acet- 
essigsdure isoliert und ihre Eigenschaften festgestellt. Die 
schon damals von ihm gemachte Beobachtung, da8 die Alkali- 
und Baryumsalze der Saure in verdiinnter Lésung bei gewohn- 
licher Temperatur sehr haltbar seien, scheint nicht die nétige 
Aufmerksamkeit erweckt zu haben, wenigstens findet man in 
unseren Lehr- und Handbiichern der physiologischen Chemie 
oder gréferen klinischen Sammelwerken?) seltener einen Hin- 
weis in dieser Beziehung. Daf die acetessigsauren Salze des 
Harns indessen bedeutend haltbarer sind, als man im all- 
gemeinen anzunehmen geneigt ist, diirfte aus den von mir 
ausgefiihrten Untersuchungen hervorgehen. Im Zusammen- 
hange hiermit diirfte festzustellen sein, daB die Gerhardtsche 
Acetessigsdurereaktion in dem Werte, den sie haben kann, 
auch bei der Untersuchung von eine recht betrachtliche Zeit 


aufbewahrtem Harn anwendbar ist. 


Zusammenfassung. 


Aus den vorliegenden Untersuchungen geht als Kesultat 
hervor: 

1. daf die Lenksche Methode fiir getrennte Bestimmungen 
von Aceton und Acetessigsiure unanwendbare Werte liefert; 

2. daB dagegen das von Lenk gefundene Reaktionsver- 
haltnis zwischen Acetessigséure und Permanganat einer be- 
friedigenden Methodik fir die Bestimmung dieser Korper zu- 
grunde gelegt werden kann. 





‘) Ceresole, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 15, S. 1326 u. 
1871 (1882). 
*) Eine Ausnahme hiervon macht Neuberg, «Der Harn», wo 
Ceresoles Beobachtungen in der genannten Beziehung aufgenommen sind. 
&* 
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Die Bestimmungen werden nach folgenden Detailvorschriften aus- 
gefiihrt. 


Die Bestimmung des praformierten Acetons. 


100 ccm 5°/oiges Kaliumpermanganat werden mit 100 ccm Wasser 
gemengt und mit 1 ccm konzentrierter Essigsiure angesduert. Hierauf 
werden 10 ccm Harn zugesetzt und die Mischung wird dann 20 Minuten 
der Destillation unterzogen. Als Vorlage wird ein an das Kiihlrohr luft- 
dicht schlieBender, mit 100 ccm kaltem Wasser versehener und durch 
eine mit Wasser gefiillte Peligotsche Réhre von der duferen Luft ab- 
gesperrter Kolben angewendet. Das Destillat wie der Inhalt dieser Réhre 
werden mit Wasser auf etwa 300 ccm verdiinnt, mit 20 ccm 25°/oiger 
Natronlauge und 10 ccm 3 °/o igem Perhydrol ') versetzt und einer erneuerten 
Destillation unterworfen. Hierbei wird die Fliissigkeit erst sehr vorsichtig 
auf etwa 80° erhitzt und 15—30 Minuten bei dieser Temperatur gehalten, 
wonach die Destillation in 20 Minuten zu Ende gefihrt wird. 

Der Jodverbrauch wird im Destillat nach Messinger bestimmt, 
wobei zu beachten ist, dafi das Jod 15 Minuten einwirken muf. 1 ccm ®/10- 
Jod = 0,967 mg Aceton. 


Die Bestimmung des Gesamtacetons. 

10 cem Harn wurden mit 300 ccm Wasser gemengt, mit 0,5 ccm 
konzentrierter Essigsaure angesduert und zur Vermeidung eines Acetonver- 
lustes unter eben angegebenen Vorsichtsmafregeln 20 Minuten der Destilla- 
tion unterzogen. Der Jodverbrauch wird im Destillat nach Messinger 
bestimmt. 1 ccm ®/10-Jod = 0,967 mg Aceton. Der Unterschied zwischen 
dem Gesamtaceton und dem praformierten Aceton gibt den Gehalt des 
Harns an Acetessigsiureaceton an. Die Ausbeute des letzteren ist als 
ungefahr 5°/o unter der wirklichen betragend zu betrachten. 

3. daB in frischem, acetonhaltigem Harn die Acetessig- 
siiure (als Aceton berechnet) 80—90°/o des Gesamtacetons be- 
trigt, Verhiltnisse, die mit den nach anderen Methoden ge- 
fundenen gut tibereinstimmen; 

4, daB die im Harn befindliche Acetessigsiure bei der 
Aufbewahrung eine bedeutend gréfere Stabilitat besitzt, als man 
im allgemeinen annimmt, und daB die Gerhardtsche Eisen- 
chloridreaktion infolgedessen auch bei der Untersuchung von 
mehrere Tage lang aufbewahrtem Harn anwendbar ist. 





‘) Durch Verdiinnung von Mercks 30°/o erhalten. Das im Handel 
gewOhnlich vorkommende 3 °/oige Wasserstoffsuperoxyd, das gewisse Kon- 
servierungsmittel enthalt, ist im allgemeinen nicht anwendbar. 

















Versuche iiber Wirkung und Vorkommen der Arginase. 


Von 


S. Edlbacher. 





(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, Mai 1917.) 


Nachdem sich die Formoltitration nach Sérensen als ein 
bequemes Mittel zum Studium der Arginasewirkung ergeben 
hat,') habe ich den Einflu& verschiedener Salze auf dieses 
Ferment untersucht. 

Es zeigte sich dabei, daB Natriumphosphat auf die Spal- 
tungstatigkeit der Arginase aktivierend wirkt — ob es sich 
hierbei um eine Beteiligung der Phosphorsaéure an dem enzy- 
matischen ProzeB, oder um eine Pufferwirkung handelt, mu8 
noch unentschieden bleiben —, wahrend Calcium- und Mag- 
nesiumionen einen verzOgernden Einfluf haben. Ebenso 
sind Alkaliionen ohne Einflu8, sowie das Resultat das gleiche 
bleibt, wenn Chlorid-, Sulfat- oder Nitrationen zugegen sind. 
Auch die Gegenwart von Calciumlactat andert die Reaktions- 
geschwindigkeit nicht. 

Bei allen Versuchen bediente ich mich eines aus frischer 
Kalbsleber hergestellten Fermentpulvers, welches mit Hilfe des 
bei anderen Enzymen schon mehrfach benutzten Aceton-Ver- 
fahrens bereitet war. 

500 g ganz frische Kalbsleber wurden in der Hack- 
maschine zerkleinert, mit Kieselgur gut verrieben und in der 
Buchnerschen Presse bei 300 Atmospharen ausgepreft. Ich 
erhielt 200 ccm klaren PreBsaft, der nun unter heftigem Um- 
riihren in diinnem Strahl in 2 Liter Aceton gegossen wurde. 
Das Ausgeschiedene wurde abgesaugt, mit Aceton gewaschen 
und im Vakuum iiber H,SO, getrocknet. Nach einigen Tagen 
lie8 sich die braunrote, lederartige Masse zu einem feinen 
Pulver verreiben (Ausbeute 20g). Zu den in Folge angefiihrten 
Versuchen diente eine sog. 1°/oigen Fermentlésung. 





') Diese Zeitschr. Bd. 95 S. 81 (1915). 








112 S. Edlbacher, 


1 g Arginasepulver wurde mit 100 ccm destilliertem 
Wasser zwei Stunden lang geschiittelt und dann filtriert. Auf 
diese Art glaube ich fiir jede Versuchsreihe eine ziemlich 
gleichwertige Fermentlésung erhalten zu haben. 

Das Arginasepulver laBt sich bei unverminderter Wirk- 
samkeit monatelang aufbewahren. 

Die zu den Versuchen erforderliche Argininlésung wurde 
wie folgt bereitet: 

Reines Arginin-Carbonat wurde mit Salzséure gegen 
Azolithmin genau neutralisiert. Zum Vergleich dienten die 
bekannten Sdrensenschen Phosphatmischungen. Diese neu- 
trale Argininchloridlésung wurde nun durch Formoltitrierung 
einerseits und Kjeldahlbestimmung anderseits genau auf ihren 


Titer gepriift. 


Kjeldahl: 10 ccm Lésung verbrauchten 31,8 ccm 2/10-H,SQ,. 
Gef. = 0,04452 g Nin 10 ccm. Daraus berechnet formoltitrierbarer Stick- 
stoff in 1 ccm = 1,113 mg. 





Formoltitration: 
Probe: Kontrolle: 

10 ccm Argininlésung 10 ccm Wasser 
5 » Formol 5 » Formol 
verbraucht: 4,0 ccm "/s-NaOH, 0,1 ccm 2/s-NaOH. 

0,1 





Differenz 3,9 com /s-NaOH. Somit gefunden formoltitrierbarer 


Stickstoff 1,092 mg N in 1 ccm = 98,11°/o des berechneten. 

Diese Argininchloridl6sung wurde nun beziiglich ihres Ver- 
haltens gegen Froschlebersuspension gepriift, wobei der Wert fiir 
«Formol-N>» nach 24stiindiger Enzymwirkung auf 186,0°/o stieg. 


Allgemeine Methodik der Aktivierungsversuche. 


Prinzip der Untersuchungsmethode war das folgende: 
Es wurden 4 Erlenmeyersche Kdlbchen in der an- 
gegebenen Weise beschickt: 


I. IL. 


5 cem Argininlésung, 5 ccm Wasser, 
5 » 1° ige Fermentlésung, 5 » 1°%ige Fermentlésung, 


15 » Aktivatorlésung. 15 » Aktivatorlésung. 


or 
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Hil. IV. 





5 ccm Argininlésung, 5 ccm Wasser, 
5 » 1°%oige Fermentlésung, 5 » 1° 0ige Fermentlésung, 
15 » Wasser. 15 » Wasser. 


Diese 4 K6lbchen, welche ich als « Tetrade» bezeichnen will, 
ergaben jemals einen Wert. I und II ergeben den Wert des ab- 
gebauten Arginins unter dem Einflu8 der zugesetzten Salzlésung, 
III und 1V ergeben den Wert fiir umgesetztes Arginin ohne be- 
sondere Beeinflussung durch Salze nach einer bestimmten Zeit. 

Die Differenz zwischen I, II und Ill, IV ergibt daher 
naturgemai die Zunahme, bezw. die Abnahme der Wirkungs- 
intensitat des Fermentes. 

Es wurden nun zu gleicher Zeit immer eine griéBere 
Anzahl solcher «Tetraden» angesetzt, zur gleichen Zeit in den 
Brutschrank (37°) gebracht und in den in den Tabellen an- 
gefiihrten Zeitintervallen titriert. Auferdem wurden auch 
Werte bei Zimmertemperatur (18°) ermittelt. 

Diese Art der Versuchsanordnung gestattete ein be- 
quemes und sicheres Arbeiten. 


Versuche mit Phosphatlésungen. 

Zur Anwendung gelangte eine Lésung, die durch eine 
Mischung von gleichen Teilen der beiden von Sérensen an- 
gegebenen Loésungen erhalten wurde und also vollkommen 
neutral war. 

Tabelle.!) 


1. Versuch bei 18°. 
Fe 





Zeit Formol-N Formol-N 
mit Phosphat ohne Phosphat | Differenz 
Stunden Fy %je | 
tls | 115.7 110,6 | 5,1 
1 130,8 120,7 | 10,1 
2 145,9 130,8 | 15,1 
3 151,0 139,2 | 11,8 
5 161,0 155,9 | 5,1 
7 171,1 171,1 | 0,0 











’) Vgl. hierzu diese Zeitschr., Bd. 95, S. 82, 1915. 








114 S. Edlbacher, 


Es ergibt sich daraus eine erhebliche Steigerung der 
Arginasewirkung, die nach ca. 2 Stunden ein Maximum er- 
reicht. 


Tabelle II. 


2. Versuch bei 37°. 
a EE 














zeit | Formol-N | Formol-N | . 
| mit Phosphat | ohne Phosphat Differenz 
Minuten | %o | Jo | 

30 125,8 | 120,7 | 5,1 

60 155,9 145,9 10,0 

90 | 166,1 155,9 10,2 
120 | 171,1 161,0 10,1 
230 | 185,7 | 181,1 4,6 





Naturgemaf ist die Reaktionsgeschwindigkeit bei erhohter 
Temperatur gréfer und das Maximum der Aktivierung wird 
nach 90 Minuten erreicht. | 


Versuche mit Calciumsalzlésungen. 
Als aktivierende Loésung wurde eine ®/15-Calciumchlorid- 
losung angewendet. 


Tabelle III. 


3. Versuch (37°). 
a 














ete | Formol-N | Formol-N 

fet | mit CaCl, =| ohne CaCl, Differenz 
Stunden | %o | Fo 

il, | 110,6 120,7 10,1 

1 | 125,7 145,9 20,2 

1'/, | 140.9 161,0 20,1 

5 | 161,0 | 185,7 24,7 


Aus diesen Zahlen ergibt sich die iiberraschende Tat- 
sache, daf Calciumchlorid eine bedeutende Hemmung ausiibt, 
eine Erscheinung, welche auch die Lésungen von Calciumnitrat, 
Ca-Sulfat und Magnesiumsulfat zeigen. 
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Die Versuche, die ich in dieser Richtung anstellte, waren 
den eben beschriebenen vollkommen analog. Es ergaben sich 
Differenzen von ca. 20°/o Formolstickstoff nach einer Ein- 
wirkungszeit von 2—3 Stunden. 

Daf die hemmende Wirkung den Erdalkaliionen zu- 
geschrieben werden muB und nicht etwa den Chlorid-, Sulfat- 
oder Nitrationen, geht daraus hervor, dai Zusatz von Natrium- 
chlorid, Kaliumsulfat keinerlei aktivierende oder hemmende 
Wirkung zeigen, wie auch eine Lésung von Calciumlactat 
ohne Einfluf ist. 


Zusammenfassung. 


Zusammenfassend kénnen wir daher sagen, dab 
Phosphationen auf die Arginase aktivierend, Erd- 
alkaliionen aber hemmend auf ihre Wirkung sind. 


Versuche zur Darstellung eines Co-Fermentes. 


Die zahlreichen Versuche, um noch in anderer Weise 
die Abhingigkeit der Arginasewirkung von Aktivatoren oder 
«Cofermenten», die in der Lebersubstanz vorhanden sind, 
darzutun, verliefen negativ. So wurde z. B. Leberprefsaft 
langere Zeit hindurch dialysiert, um festzustellen, ob dadurch 
die Fermentlésung inaktiviert wiirde; tatsiachlich aber zeigte 
sich dabei keine Anderung ihrer Wirksamkeit. 


Abwesenheit der Arginase in Hefe und in Soja- 
bohnen. 


K. Shiga!) untersuchte die Wirkung von Hefe auf 
Arginin und fand dabei durch eine gewichtsanalytische Be- 
stimmung, dafi die ganze angewandte Argininmenge in der 
bekannten Weise gespalten worden war. 

Ohne die Richtigkeit der von ihm angegebenen Tatsachen 
zu bezweifeln, haben aber zahlreiche in dieser Richtung an- 
gestellte Versuche ergeben, daf sowohl in Hefe als in der 
Sojabohne keine Arginase vorhanden ist. 





’) Diese Zeitschr., Bd. 42, S. 505, 1904. 
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Insofern nicht bei den Versuchen Shigas eine bak- 
terielle Zersetzung des Arginins anzunehmen ist, bleiben die 
Resultate seiner Untersuchungen ungeklart, denn die Arginase- 
wirkung ist durch die Formoltitration mit grofer Genauig- 
keit zu verfolgen. 


Vorkommen im foétalen Organismus. 


Da die Arginase bis jetzt nur in der Leber nachgewiesen 
werden konnte, aber, soweit unsere Kenntnis reicht, in der 
Leber der Reptilien und Vogel fehlt, lag es nahe, den embryo- 
nalen Organismus daraufhin zu priifen. 

Es wurden dazu ganz frische menschliche Embryonen 
untersucht und die folgende Tabelle gibt dariiber AufschluB. 
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Auch hier erweist sich wieder nur die Leber als argi- 
nasehaltiges Organ. 


Versuche mit Guanidinessigséiure und Guanidin- 
propionsdure. 


Um die Frage der Spezifitat der Arginasewirkung zu 
untersuchen, lief ich Arginaselésung auf Losungen von Guanidin- 
essigsiure und Guanidinpropionséiure einwirken. Beide Ver- 
bindungen enthalten den Guanidinkomplex in analoger Weise 
wie das Arginin. 

Es zeigte sich jedoch keine Abspaltung von Harnstoff, 
bezw. keine Zunahme des Formolstickstoffes. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Professor 
A. Kossel fiir die Anregung zu obigen Versuchen und fiir 
seine Ratschlage an dieser Stelle meinen besten Dank aus- 
zusprechen. 
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K. A. H. Morner. 


Den 30. Mirz verschied nach nur _ einwéchentlichem 
Krankenlager Graf K. A. H. Mérner, Professor der Chemie 
und Pharmazie am KOnigl. Karolinischen Institute zu Stock- 
holm, dessen Rektor er seit 19 Jahren war. 

Mit ihm hat nicht nur die Medizinische Hochschule, welcher 
er seit mehr als 30 Jahren seine Forscher- und Lehrergaben ge- 
widmet hat, und diese Zeitschrift, deren hochgeschitzter Mit- 
arbeiter er war, einen groBen Verlust erlitten, sondern auch 
die medizinisch-chemische Forschung der ganzen wissenschaft- 
lichen Welt. 

Morner, der 1854 geboren war, begann seine medizi- 
nischen Studien in Uppsala 1872. Seine erste grdéBere wissen- 
schaftliche Arbeit: Studien tiber Alkalialbuminate und Syntonin 
(Pfliigers Archiv 1878) wurde in dem Laboratorium Ham- 
marstens ausgefiihrt. Seitdem sind eine grofe Anzahl von 
Arbeiten verschiedener Gebiete der physiologischen, der toxi- 
kologischen und der analytischen Chemie aus seinem Labora- 
torium hervorgegangen, alle durch strenge wissenschaftliche 
Scharfe und Kritik gekennzeichnet. 

Unter diesen Arbeiten scheinen mir diejenigen, welche 
sich auf die Eiweifichemie beziehen, von der gréBten Bedeutung 
zu sein. Ich erinnere an die in dem Skandinavischen Archiv 
fir Physiologie 1895 verdffentlichte Arbeit: «Untersuchungen 
tiber die Proteinstoffe und die eiweiffillenden Substanzen des 
normalen Menschenharns», wodurch Mérner die damals ver- 
wickelte Frage von dem Vorkommen im normalen Harn von 
Eiweif, von Mucin und «mucinihnlichen Substanzen», von Nucleo- 
albumin, von dem <oberen Ringe» der Hellerschen Probe usw. 
klar und eingehend beleuchtete, eine Frage, die von auferordent- 
lich groBer theoretischer wie praktischer Bedeutung ist. 

Schon seit mehreren Jahren hatte sich Morner fiir die 


Bindungsform des Schwefels in den EiweifSk6rpern interessiert. 
) 
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1899 gelang es ihm das Cystin unter den Spaltungsprodukten 
des Rinderhorns zu finden, was zu seiner in dieser Zeitschrift, 
Bd. 34, 1901 ver6ffentlichten groBen Arbeit: «Zur Kenntnis der 
Bindung des Schwefels in den Proteinstoffen» Veranlassung 
gab. Nachdem Morner gefunden hatte, daf etwa drei Viertel 
von dem Schwefel des Cystins als bleischwarzend abgeschieden 
werden kann, fiihrte er auferordentlich miihevolle und genaue 
Untersuchungen tiber die Totalmenge des Schwefels und die 
Menge bleischwarzenden Schwefels verschiedener Proteinstoffe 
aus und fand, daf sich in gewissen Proteinen aller Schwefel 
als Cystin vorfindet, wiahrend in anderen ein Teil des Schwefels 
auch in einer andersartigen Form vorkommt. Zu den ersteren 
gehoren die Hornsubstanz, das Serumalbumin und das Serum- 
globulin; zu den anderen das Fibrinogen mit etwa der Hilfte 
und das Ovalbumin mit etwa einem Drittel des Schwefels als 
Cystin. In dem Ovalbumin vermutet Moérner den Schwefel 
in drei verschiedenen Bindungen. 

In derselben Arbeit hat MOrner Veranlassung gefunden, 
sich tiber die Frage von der Einheitlichkeit des Serumglobulins 
zu diuBern. Schon friiher (Centralblatt fiir Physiologie 1873) 
hatte er durch Kochen mit Salzséure aus verschiedenen Glo- 
bulinen einen reduzierenden Stoff abspalten kénnen. Nun ge- 
lang es ihm zwar durch fraktionierte Faéllung Globuline mit 
verschiedenen physikalischen Eigenschaften zu erhalten, die 
nihere Untersuchung fiihrte ihn aber zu dem SchluBb, daB diese 
Verschiedenheiten durch Beimengung kleinerer Mengen fremder 
Stoffe hervorgerufen seien. 

1904 teilt Morner gleichfalls in dieser Zeitschrift mit, 
dafi er unter den sekundaren Spaltungsprodukten verschiedener 
Stoffe (Horn, Haare, eingetrocknetes Pferdeblutserum und Casein) 
Brenztraubensiure nachweisen konnte; wahrend sich unter den- 
jenigen des Cystins a-Thiomilchséure, Ammoniak, Alanin und 
moglicherweise auch 8-Thiomilchsaure vorfand. 

In seiner Doktorabhandlung (Diese Zeitschrift 1886) : 
«Zur Kenntnis der melanotischen Farbstoffe» isolierte und ana- 
lysierte er zum Teil auf Grund neuer Methoden sowohl aus 
den Geschwiilsten wie auch aus dem Harn denselben Farbstoff, 
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welchen Mérner seines Eisengehalts wegen von dem Blut- 
farbstoffe herleitete. Durch diese Arbeit geriet MOrner in eine 
Polemik mit Nencki, in welcher er nicht den Kirzeren zog. 

In drei Abhandlungen 1897 (Festschrift fiir Axel Key, 
Nord. med. Archiv) teilt MOrner seine Studien tiber den Muskel- 
farbstoff mit, dessen Verschiedenheit von dem Blutfarbstoff er 
feststellt. Gleichzeitig teilt er eine neue Herstellungsmethode 
und neue Analysen von Haminkrystallen mit. 

1891 (Skand. Archiv fiir Physiologie) arbeitete Mérner 
zusammen mit mir, seinem damaligen Assistenten, «Eine neue 
Harnstoffbestimmungsmethode» aus. In einer spateren Arbeit 
(ibidem, 1903): «Zur Bestimmung des Harnstoffes im Menschen- 
harn» stellt MOrner nach genauen Untersuchungen von neuem 
fest, daf man mit der urspriinglichen Methode, wenn diese mit 
Zerlegung des Harnstoffes nach Folin kombiniert wird, den 
Fehlerquellen entgeht, die durch die Anwesenheit von Krea- 
tinin und anderen Korpern etwa hervorgerufen werden kénnten 
und daf man genaue Werte des Harnstoffes bekommt. 

Auch in der toxikologischen Chemie hat Morner sich 
erfolgreich betiatigt. So hat er von biochemischen Gesichts- 
punkten aus ein Lehrbuch tiber die Arzneimittel in schwedischer 
Sprache verdffentlicht, welches seinem Lehrer Olof Ham- 
marsten gewidmet ist. Daneben verdanken wir ihm Spezial- 
untersuchungen iiber einen Fall von Vergiftung mit Natrium- 
benzoat, tiber die Stoffwechselprodukte des Acetanilids und 
Phenacetins im menschlichen Korper, tiber die Verdampfung 
von Quecksilber in Wohnungen und ahnliche Fragen. 

Unter seinen Arbeiten der analytischen Chemie sind hervor- 
zuheben: die Untersuchungen tiber Frankland-Klingemanns 
Methode der gleichzeitigen Bestimmung von Kohlenstoff und 
Stickstoff, welche Methode Morner mit Vorliebe anwendete, 
Untersuchung von Athylather, zahlreiche Analysen schwedischer 


Heilwasser u. a. 
Eine Anzahl kleinerer Mitteilungen hat er in verschiedenen 


Zeitschriften publiziert. 
An die eben skizzierte streng wissenschaftliche Produktion, 


welche sicherlich viel umfassender geworden wiire, wenn nicht 
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das Rektorat und andere Offentliche Auftrige seine Zeit in 
Anspruch genommen hiitten, schlieBen sich Aufsitze anderen 
Inhalts an: Eine Lebenszeichnung von Eugen Baumann, von 
Berzelius, von Nils Johan Berlin, Einladungsschriften bei 
Professorsinstallationen, eine Schilderung der Entwickelung des 
Chemischen Instituts im Karolinischen Institut in Stockholm und 
die immer klar und genau ausgearbeiteten Ausfiihrungen im An- 
schluB an die Austeilungen der medizinischen Nobelpreise u. a. 

Ein bedeutender Teil seiner Zeit wurde, wie oben er- 
wahnt, durch Offentliche Auftrage in Anspruch genommen. In 
der Konig]. schwedischen Akademie der Wissenschaften, deren 
Vizeprisident er seit vielen Jahren war, kann sein Einfluf 
vielleicht mit demjenigen Berzelius’ verglichen werden und 
als nach der Begriindung der Nobelstiftung Arbeitsordnung 
und Statuten derselben ausgearbeitet werden sollten, war es 
Morner, welcher einen bedeutenden Teil dieser Arbeit leistete. 

Die letzten zehn Jahre widmete Morner jede freie Stunde 
einer groBen Arbeit auf dem Gebiete der reinen Chemie, tiber 
deren Art jedoch nichts hier mitgeteilt werden kann. Die 
Dispositionen, welche er im Leben gegeben hat, berechtigen 
uns zu der Hoffnung, daf dieselben zusammengestellt und von 
einem anderen fortgefiihrt werden kénnen. 

Als Lehrer war Morner auBerordentlich gewissenhaft. 
Seine Vorlesungen waren immer genau durchgearbeitet und 
formvollendet und sein Wohlwollen gegen die Studenten war 
hervorragend. Alles was tiberhaupt geschehen konnte, um 
ihnen die Studien zu erleichtern, das wurde auch getan. 

Er zeichnete sich durch einen starken Charakter aus; 
sein ganzes Wesen aber war von Riicksicht und Feinfiihligkeit 
gegen seine Mitmenschen erfiillt, und seinen Freunden war 
er ein treuer Freund, welcher nie vergessen werden kann. 

Ein Ritter ohne Furcht und Tadel war er der Uber- 
zeugung, dafi die gewissenhafte Arbeit den Menschen adele. 

Sit tibi terra levis, care amice! 


John Sjéqvist. 
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Experimentelle Studien iber den Nucleinstoffwechsel. 
IV. Mitteilung. 


Uber den Aufbau des Hefenucleinséuremolekiiles und seine 
gleichartige Aufspaltung durch milde, ammoniakalische und 
fermentative Hydrolyse. 

Von 
S. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller. 





(Aus der zweiten medizinischen Klinik [F. Mii! ler} Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Mai 1917.) 








Triphosphonucleinséure wurde in der ersten Mitteilung 
«Experimentelle Studien tiber den Nucleinstoffwechsel»!) von 
dem einen von uns ein Spaltstiick der Hefenucleinséure ge- 
nannt, das durch die Verdauung der Hefenucleinsiéiure mit 
Duodenalsaft gewonnen war. Dieser Koérper gab ein einheit- 
lich-krystallisiertes Brucinsalz, Schmelzp. 200—205° und war 
das erste Polynucleotid, von dem es gelang, ein krystallisiertes 
Derivat herzustellen. Aus den Analysenzahlen wurde fiir die 
Triphosphonucleinsaéure eine Bruttoformel von C,,H,,P,N,,0,, 
berechnet. Die Substanz wiirde sich nach dieser Formel nur 
um einen Phosphorsdéurezuckerkomplex von der urspriinglichen 
Hefenucleinséure unterscheiden, jedoch wurde schon damals 
nur Adenosin, Guanosin und Cytidin bei der tiefergreifenden 
Hydrolyse unter Druck erhalten, wahrend der von der Formel 
verlangte Uracilkomplex nicht gefunden werden konnte. Um 
diese Unstimmigkeiten aufzuklaren und den chemisch und 
physiologisch interessierenden Korper experimentell griindlich 
durchzuarbeiten, wurden griSere Mengen dieser Substanz be- 
notigt. Es multe ein einfacher, chemischer Weg unter Ver- 
meidung der fermentativen Hydrolyse gefunden werden, da 
diese zur Herstellung beliebiger Mengen von Triphosphonuclein- 
siure sich nicht als geeignet erwies. Durch die Darstellung 
des krystallisierten Brucinsalzes der Triphosphonucleinsaure 





') S. J. Thannhauser, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 329 (1914). 








122 S. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, 


war der Weg gezeigt, auf welchem es mdglich ist, aus einem 
Hydrolysengemisch zu krystallisierten Derivaten von hoch- 
molekularen Spaltstiicken einer Nucleinséure zu gelangen. Es 
blieb nur noch die Aufgabe, die chemische Hydrolyse so mild 
zu gestalten, dafi eine durchgreifende Zertriimmerung des 
Nucleinséuremolekils nicht eintritt. Eine Reihe von Tastver- 
suchen mit verschiedenen, hydrolysierenden Reagentien ver- 
schieden starker Konzentration fihrte zu dem Resultate, dah 
eine durch Kochen am RiickfluBkihler durchgefiihrte Hydrolyse 
mit Ammoniak mafiger Konzentration in dem gewiinschten 
Sinne verlief. Aus zahlreichen Vorversuchen konnten wir 
ersehen, dai selbst bei einer ammoniakalischen Hydrolyse 
unter Druck nach den Vorschriften von Levene nicht eine 
restlose Abspaltung des Phosphorséurerestes vom Nuclein- 
siuremolekiil eintrat und sich auch dann noch Polynucleotide 
in Form der Brucinsalze isolieren lieBen. Wir konnten zeigen, 
dafi die Abspaltung der Phosphorséiure mit steigender Kon- 
zentration des Ammoniaks und mit Erhéhung des Drucks 
parallel lauft. Fiir unsere Zwecke war natiirlich diejenige 
Konzentration und diejenige Temperatur mafgebend, welche 
die beste Ausbeute an Triphosphonucleinséure und vielleicht 
an anderen, hochmolekularen Spaltstiicken lieferte. Die beste 
Ausbeute an Triphosphonucleinsiure wurde durch zweistiindiges 
Kochen der Hefenucleinsiure in 25°/oiger ammoniakalischer 
Lésung erhalten. Aus diesem Hydrolysengemisch wird durch 
Fiillen mit Alkohol das Ammoniumsalz der unveridnderten 
Hefenucleinsiure und die Ammonsalze hochmolekularer Spalt- 
produkte niedergeschlagen. Durch abermaliges Loésen im 
Wasser, Fillen mit Bleiessig, Zerlegen des Bleisalzes durch 
Schwefelwasserstoff und Einengen im Vakuum auf ein kleines 
Volumen erhalt man eine Lésung, welche die Triphosphonuclein- 
siiure und etwas unveranderte Hefenucleinséure enthilt. Bei 
der Isolierung des Brucinsalzes der Triphosphonucleinsaure 
aus diesem Gemisch zeigte sich bald durch Unstimmigkeiten 
in den Analysen des Brucinsalzes, daB noch ein anderes oder 
mehrere andere, hochmolekulare Spaltstiicke in dem Hydrolysen- 
gemisch vorhanden sein muBten, die ebenfalls krystallisierte 
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Brucinsalze gaben. Die Isolierung dieser verschiedenen Brucin- 
salze durch wiederholtes Umkrystallisieren gestalteten sich so 
verlustreich, dafi eine andere Methode gefunden werden mubte, 
um zu den Brucinsalzen der verschiedenen Spaltstiicke zu 
gelangen. Diese Methode fand sich in der fraktionierten Kry- 
stallisation der Brucinsalze. Die Krystallisation von 100—45° 
wird abgetrennt von der Krystallisation von 45° bis Zimmer- 
temperatur. Das von 100—45° ausfallende Krystallisat ist 
kein einheitliches Salz und zeigt keinen konstanten Schmelz- 
punkt. Durch Ausziehen dieses Salzgemisches mit einer be- 
stimmten Menge kochenden Wassers gelingt es das Gemisch 
zu trennen. Aus dem wéasserigen Auszug krystallisiert ein 
einheitliches Brucinsalz, dessen Schmelzpunkt bei 185—187° 
liegt, und das auch nach wiederholtem Umkrystallisieren diesen 
Schmelzpunkt beibehilt. Das im Riickstand verbleibende sehr 
schwer wasserlosliche Brucinsalz wird durch sehr viel kochendes 
Wasser in Loésung gebracht und umkrystallisiert. Es zeigt nach 
zweimaligem Umkrystallisieren einen konstanten Schmelzpunkt, 
der bei 177° festgestellt wurde und sich nicht mehr durch 
weiteres Umkrystallisieren anderte. Das Krystallisat 45° bis 
Zimmertemperatur erwies sich sogleich als das Brucinsalz 
eines einheitlichen Korpers. Es schmilzt nach zweimaligem 
Umkrystallisieren aus nicht zu viel Wasser bei 205° und 
zeigte sich als identisch mit dem friiher bei der Verdauung 
erhaltenen Brucinsalz der Triphosphonucleinsiure. Auf diese 
Weise gelangt man zu drei verschiedenen, einheitlichen Brucin- 
salzen, welche Salze hochmolekulare Spaltstiicke der Hefe- 
nucleinsaure darstellen. Die Analysen dieser Brucinsalze zeigten 
bald, daB die Salze von den Schmelzpunkten 205° und 185° 
nahezu tibereinstimmende Werte gaben, also die gleiche mole- 
kulare Zusammensetzung haben muBten. Die Analyse des Salzes 
177° lieferte andere Kohlenstoff- und Stickstoffwerte. Dem Salz 
mufte ein anderes zusammengesetztes Spaltprodukt der Hefe- 
nucleinsdure zugrunde liegen. Aus den krystallisierten Brucin- 
salzen wurden tiber das Ammon- und Silbersalz die amorphen, 
freien Séuren hergestellt. Die freien Séuren sind hygroskopisch 
und werden erst durch wiederholtes Waschen mit Alkohol 
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und Ather luftbestiindig. Sie lésen sich spielend in Wasser 
und werden aus konzentrierten, wasserigen L6sungen mit 
Alkohol als weiBe, amorphe Pulver niedergeschlagen. Die 
optische Aktivitaét der freien Saéure aus Brucinsalz 205° ist 
— 19,6°, sie stimmt also mit der optischen Aktivitét der friiher 
mittels der Duodenalsafthydrolyse gewonnenen Sdure, der 
Triphosphonucleinsaure, tiberein. Ebenso sind die Schmelz- 
punkte der Brucinsalze der auf chemischem und fermentativem 
Wege gewonnenen Substanzen tibereinstimmend bei 205°. Auch 
die Mischschmelzpunkte zeigen keine Schmelzpunktserniedri- 
gung. Die Analysenzahlen der Brucinsalze der Triphospho- 
nucleinsaure und die Daten der durch ammoniakalische Hydrolyse 
gewonnenen Produkte sind gleichfalls tibereinstimmend, so dah 
kein Zweifel bestehen diirfte, dafi der durch chemische Hydrolyse 
gewonnene Korper mit dem von dem einen von uns als Bru- 
cinsalz der Triphosphonucleinséure beschriebenen Substanz 
identisch ist. Hydrolysiert man die dem Brucinsalz 205° ent- 
sprechende freie Siéure mit verdiinntem Ammoniak unter 
Druck, so gelangt man zu den Nucleosiden Adenosin, Guanosin 
und Cytidin. Uridin wurde als Bestandteil der Triphospho- 
nucleinsaure nicht gefunden, obwohl in mehrfach wiederholten 
Hydrolysen dieser Séure speziell auf die Isolierung dieses 
Komplexes hingearbeitet wurde. Uridin diirfte also in dem 
Molekiil der Triphosphonucleinsaure nicht vorhanden sein. Die 
alte Bruttoformel fir die Triphosphonucleinsaéure ist deshalb 
nicht mehr aufrecht zu erhalten. In Ubereinstimmung mit den 
Befunden der tiefgreifenden Hydrolyse unter Druck lieB sich 
aus den Analysenzahlen der freien Saéure und des Brucinsalzes 
205° die molekulare Zusammensetzung der freien Saéure mit 
Cy9H,,0—,N,,P, berechnen. Die Séure krystallisiert mit sechs 
Molekiilen Brucin in prachtigen, weifen Nadeln zu einem Salz 
von der Zusammensetzung C,,H,,0,,N,3Ps3(C,3H,,0,N,),. Die 
seinerzeit der Triphosphonucleinséure zugrunde gelegte Brutto- 
formel ist durch diese Formel zu ersetzen. Das Brucinsalz 
185° liefert, wie schon erwahnt, die gleichen Analysenzahlen, 
wie das Brucinsalz 205°. Auch die Ergebnisse der ammoniaka- 
lischen Hydrolyse der freien Séure unter Druck sind die gleichen. 
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Es wurden auch hier Guanosin, Adenosin, Cytidin als Spalt- 
stiicke gefunden und analysiert. Ein Uridinkomplex konnte 
auch hier nie in den geringsten Spuren nachgewiesen werden. 
Die analytische Zusammensetzung der freien Saéure aus Brucin- 
salz 205° und 185° ist demnach die gleiche, C,,H,,0,,N,,Ps. 
Trotzdem sind die beiden Siéuren nicht identisch, sie unter- 
scheiden sich durch ihre optische Aktivitét. Die freie Saure 
des Brucinsalzes 185° ist optisch inaktiv, sie diirfte der Racem- 
kérper der links drehenden Séure aus Brucinsalz 205° sein. 

Aus den Daten, welche durch die Analyse des Brucin- 
salzes der Saéure 177° gewonnen wurden, lift sich eine Zu- 
sammensetzung der freien Séure von C,H,,N,O,P berechnen. 
Die optische Aktivitét der freien Saure ist +- 14,4°. Bei der 
ammoniakalischen Hydrolyse unter Druck entsteht aus der 
freien Séure nur Uridin, bei der sauren Hydrolyse durch 
24stiindiges Kochen mit 25°/oiger Schwefelséure nur Uracil. 
Es konnte kein anderer Purin- oder Pyrimidinkomplex bei der 
Hydrolyse isoliert werden. Die Analysenzahlen und die Resultate 
der Hydrolyse stimmen auf eine Uridinphosphorsaure. Die freie 
Saure ist auferordentlich leicht in Wasser léslich und krystalli- 
siert aus wisserigen Lisungen mit zwei Molekiilen Brucin zu 
einem Salz von der Zusammensetzung C,H,,N,0,P (C,,H,,.0,N,)<. 
Die Brucinsalze 205° und 185° sind krystallisierte Salze eines 
gemischten Purin-Pyrimidinpolynucleotids. Das Brucinsalz 177° 
ist das krystallisierte Salz eines Pyrimidinmononucleotids. 
Wahrend durch milde, ammoniakalische Hydrolyse der Hefe- 
nucleinséure die Brucinsalze 205° und 185° und 177° sich 
gleichzeitig gewinnen lieBen, konnte bei der sauren Hydrolyse 
der Hefenucleinséure mit verdiinnter 2°/oiger Schwefelsaure 
nur das Brucinsalz 177° der Uridinphosphorsaure isoliert werden. 
Es ist wahrscheinlich, daf auch der in der Hefenucleinsaure 
vorgebildete Kompiex der Cytidinphosphorséure gegen saure 
Hydrolyse bestiindig ist, er konnte aber bisher mit Sicherheit aus 
dem sauren Hydrolysengemisch als krystallisiertes Brucinsalz 
nicht isoliert werden. Das in der Hefenucleinsiure prafor- 
mierte Molekiil der Triphosphonucleinsaure ist gegen verdiinnte 
Schwefelsdéure unbestandig und zerfallt in kleine Bruchstiicke. 
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Die Uridinphosphorsdure, welche in dem molekularen Aufbau der 
Hefenucleinsaure ebenfalls priéformiert ist, zerfallt durch verdiinnte 
Sdure nicht in ihre Bausteine. Sie ist gegen 2°/oige Schwefel- 
siure, wie schon Levene?) es wahrscheinlich gemacht hat, be- 
stiindig und laBt sich als Brucinsalz aus der Hydrolysenfliissigkeit 
isolieren und mit der bei der milden, ammoniakalischen Hydro- 
lyse entstandenen Saure (Brucinsalz 177°) identifizieren. 


Uridinphosphorsaure. 
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Nachdem es gelungen war, durch die chemische Hydrolyse 
mit Ammoniak die Hefenucleinsiure in die Triphosphonuclein- 
siiure und die Uridinphosphorséure zu spalten und mittels 
der fraktionierten Brucinsalzfillung die krystallisierten Brucin- 
salze der aktiven und inaktiven Triphosphonucleinsaure und 
der Uridinphosphorséure herzustellen, schien es sehr wahr- 
scheinlich, daf auch bei der fermentativen Hydrolyse nicht 
nur die Triphosphonucleinséure als einziges Spaltstiick ent- 
steht, sondern dafi auch bei der fermentativen Aufspaltung 
der Hefenucleinsiiure die gleichen Bruchstiicke wie bei der 
ammoniakalischen Hydrolyse in Erscheinung treten. In der 
Tat gliickte es durch die bei der chemischen Hydrolyse ange- 
wandte Methode der fraktionierten Krystallisation der Brucin- 
salze auch aus der Verdauungsfliissigkeit die gleichen Bruch- 
stiicke der Hefenucleinsiure zu isolieren, die bei der chemischen 
Hydrolyse gefunden waren. Es wurde das Brucinsalz der 
l-Triphosphonucleinséure, Schmelzp. 200—205°, das Brucinsalz 
der d-l-Triphosphonucleinsiure, Schmelzp. 185—187°, und das 
Brucinsalz der Uridinphosphorsaure, Schmelzp.177°, erhalten und 
durch Analyse mit den gleichen Produkten der ammoniakalischen 
Hydrolyse identifiziert. Es diirfte durch diese Befunde der Nachweis 


') P. A. Levene u. W. Jacobs, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 44, 
S. 1027 (1911). 
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erbracht sein, dai die fermentative Aufspaltung der Hefenuclein- 
siure und wahrscheinlich auch der tierischen Nucleinséure durch 
den menschlichen Diinndarm zu den gleichen Bruchstiicken 
fiihrt wie die milde, ammoniakalische Hydrolyse. 

Den klassischen Untersuchungen Kossels und seiner 
Schiiler verdanken wir die Kenntnis der kleinen Bruchstiicke des 
Nucleinsaéuremolekiils, der Purine und Pyrimidine. Auf diesen 
Resultaten aufbauend konnten Levene und Jacobs in einer 
Reihe von Arbeiten den Nachweis erbringen, dai im Nuclein- 
siuremolekiil die Purine und Pyrimidine mit der Kohlenhydrat- 
gruppe glykosidartig verkniipft sind. Die beiden Forscher iso- 
lierten aus der Hefenucleinsdure durch alkalische Hydrolyse 
unter Druck einerseits die Purin- und Pyrimidinzuckerverbin- 
dungen, Guanosin, Adenosin, Cytidin und Uridin, anderseits einen 
Kohlenhydratphosphorsaéurekomplex, den sie als Phosphorséure- 
ester der d-Ribose erkannten. Die von J.v. Liebig aus dem 
Fleischextrakte gewonnene Inosinséure konnten Levene und 
Jacobs in eine Purinzuckerverbindung, Hypoxanthinpentosid, 
und einen Zuckerphosphorsiureester, d-Ribosephosphorsaure- 
ester, aufspalten. Durch diese Feststellung war die Konstitu- 
tion der einfachsten Nucleinséuren, die Levene «Mononucleo- 
tide» benannte, erwiesen. 


Inosinsdure, 
CO—NH 
OH. H H H H | | 

O=P-0-CH,-€-€-¢-€-B-O ch 
¥. \OHOH/ ./ || 
OH \ HC \ 
SO. ae 

N—C——N 


Was sind nun bis jetzt fiir Forschungsergebnisse bekannt, 
die den molekularen Aufbau der Polynucleotide in eine Relation 
zu den konstitutionell aufgeklairten Mononucleotiden bringen? 
An Versuchen, hochmolekulare Spaltstiicke der Polynucleotide 
zu isolieren, die in dieser Richtung aufklérend wirken konnten, 
hat es nicht gefehlt, jedoch ist es nie gegliickt, hOher molekulare 
Komplexe als die Nucleoside als chemische Individuen krystalli- 
siert zu fassen und chemisch festzulegen. Der Grund dieses Mib- 
erfolges ist vor allem in den Schwierigkeiten des Ausgangs- 
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materials zu suchen. Eine ideale Methode, Polynucleotide aus 
den Organen herzustellen, ist nicht gefunden und so begegnen wir 
bereits verschiedenen Angaben tiber die Bruttoformel der best- 
untersuchten Nucleinsdure. Steudel!) nimmt eine Zusammen- 
setzung von C,,H,,N,,0,,P,, Schmiedeberg?) C,,H;,N,,0.,P, 
fiir die Thymusnucleinsaure an. Diese Abweichungen sind nicht 
einmal so groB, wenn man bedenkt, dai beide Forscher ver- 
schiedene Methoden der Darstellung anwandten und daf die 
Nucleinsduren bisher nur als amorphe Pulver isoliert wurden, 
die wiederum aus amorphen Salzen in Freiheit gesetzt waren. 
Schmiedeberg stellte sich ein Kupfersalz der Thymus- 
nucleinsiure her, zerlegte mit Schwefelwasserstoff und fallte 
die freie Saiure mit Alkohol. Steudel isolierte zuerst das 
Natriumsalz der Nucleinséiure, brachte es wieder in wisserige 
Lésung und fallte die freie Saéure mit salzsdiurehaltigem Al- 
kohol. Es ist mit beiden Methoden nicht zu entscheiden, ob 
die Kupfer- und Natriumsalze Salze eines einheitlichen K6rpers 
sind. Es ist sehr leicht méglich, da’ sie Salzgemische von 
verschiedenen Polynucleotiden und Nucleotiden darstellen, die 
wohl bei dauernd gleicher Arbeitsweise untereinander stim- 
mende Analysenzahlen geben kénnen. Auf die Bruttoformeln 
diirfen wir also kein zu hohes Gewicht legen, solange nicht 
der Beweis erbracht ist, dafi ihnen einheitliche chemische In- 
dividuen zugrunde liegen. Steudel suchte seine Bruttoformel 
durch quantitative Hydrolyse, d. h. durch quantitative Bestim- 
mung der Spaltprodukte zu sttitzen. Eine solche quantitative 
Spaltung des Thymuspolynucleotids fiihrte ihn zu dem Ergebnis, 
dafi in dieser Substanz auf je ein Molekiil Guanin, Thymin, 
Adenin, Cytosin je ein Molekiil Hexose und je ein Molekil 
Metaphosphorsaure treffen. Es wire also 
CysH5,N,,05.P, ++ 8H,O + 2 0 
= C,H,N,O + C,H,N, -+ C,H,N,O + C,H,N,O 
Guanin Adenin Thymin Cytosin 
+ 4 C,H,,0, + 4 HPO, 
Hexose Metaphosphorsaure. 


') Steudel, Diese Zeitschr., Bd. 49, S. 406 (1906). 
*) O. Schmiedeberg, Anh. f.exp. Path. u. Pharm., Bd.57,S.309(1907). 
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Seine Formel deckt sich ziemlich gut mit der Ausbeute 
an Spaltprodukten. Die Differenz von 2 O ist bei einem so 
hochmolekularen Korper kein allzugrofer Fehler. Die An- 
nahme J. Bangs,') daf nur drei Kohlenhydratgruppen im tie- 
rischen Nucleinsiuremolekiil vorhanden seien, hat sich bisher 
durch keine experimentellen Grundlagen beweisen lassen. Fiir 
die pflanzlichen Nucleinsiuren hat Osborne und Harris?) 
den Ausdruck C,,H,,N,,P,0,, in seinen Untersuchungen fiir die 
Tritico-Nucleinsiure angegeben. Er nimmt an, daf ein Molekiil 
Guanin, Adenin, Uracil und Cytosin darin enthalten sei. Die 
Summe der fiir diese Spaltprodukte erforderlichen N-Atome ist 
im Molekiil 15, nicht aber N,,, wie die Osbornesche Formel 
angibt. Fiir die mit der Triticonucleinséure jedenfalls identische 
Hefenucleinsaiure gibt uns Kowalewski’) in einer Arbeit aus 
dem Steudelschen Laboratorium die Formel C,,H,.N,3P3093. 
Er fand als Spaltprodukt nur Guanin, Adenin, Cytosin. 


C,9H,.P,0,5Ni5 + 6 H,O — C5H,N,O + C,H.N, +- C,H,N,O 


Guanin Adenin Cytosin 
+- 5 C;H,,0, + 3 HPO, 
Pentose Metaphosphorsiure. 


Levene und Jakobs*) konnten aber, wie schon erwihnt, 
auBer diesen Spaltprodukten noch einen Uracilkomplex in der 
Hefenucleinséure nachweisen und faBten die Ergebnisse ihrer 
grundlegenden Untersuchungen in folgender Formel zusammen: 

OH 
—* - C,H,O,—C,H,N, Adenylsaurerest 
O 
0-<P—0 - C;H,O,—C,H,N,O Guanylsiurerest 
O 
0=P—0 C,H,0,—C,H,N,O Cytidinphosphorsadurerest 
O 
* oat 

O—P—O - C,H,O,—C,H;N,0, Uridinphosphorsiurerest. 

OH 


1) J. Bang, Biochem. Zeitschr., Bd. 27, S. 310 (1911). 

*) Th. Osborne und Harris, Amerik. Journ. of Phys., Bd. 21, 
S. 157 (1907). 

3) Kowalewski, Diese Zeitschr., Bd. 69, S. 240 (1910). 

*) P. A. Levene und W. Jakobs, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 
Bd. 43, S. 3151 (1910); Bd. 44, S. 1027 (1911). 
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Levene fafit also die Hefenucleinséure als ein Tetra- 
nucleotid auf, das durch vier anhydrisierte Phosphorsaurereste 
zusammengehalten wird. Ist diese Annahme richtig, dann sind 
alle vier Mononucleotide nur durch die Phosphorséureanhydrid- 
bindungen zusammengehalten. Es miifite demnach eine milde 
Hydrolyse, die zur Abspaltung eines Mononucleotids fiihrt, auch 
die iibrigen Phosphorséureanhydridbindungen, die ja alle gleich- 
wertig sind, aufspalten. L6ést die milde, ammoniakalische Hy- 
drolyse, wie wir sie ausgefiihrt haben, die Phosphorsdure- 
anhydridbindung, welche die Uridinphosphorsdéure im Hefe- 
nucleinséuremolekiil bindet, so mu8 sie auch alle itibrigen 
Anhydridbindungen der Phosphorsiure, durch welche die an- 
deren Mononucleotide zusammengehalten werden, lésen. Es 
miiften also mit der Uridinphosphorséure noch drei weitere 
Mononucleotide entstehen. Diese drei Mononucleotide treten 
aber nicht als solche in Erscheinung, sondern ein Polynuc- 
leotid, das aus den drei erwarteten Mononucleotiden aufgebaut 
ist. Dies kann durch zwei Moglichkeiten verursacht sein. Ent- 
weder die Phosphorséureanhydridbindungen sind wider alle 
Voraussetzungen eben doch nur bei der Uridinphosphorsaure 
aufgespalten worden, oder die Phosphorsaureanhydridbindungen 
sind alle aufgespalten worden, aber die erwarteten drei Mono- 
nucleotide sind noch durch weitere intramolekulare bindungen 
unter sich verkniipft, so daB ein Auseinanderfallen in die ein- 
fachen Nucleotide verhindert wird. Die Zusammensetzung des 
Brucinsalzes der Triphosphonucleinséure gibt uns auf diese 
Fragen eine eindeutige Erklirung. Die aktive und inaktive 
Triphosphonucleinsiure (Salz 205° und 185°) krystallisiert mit 
6 Molekiillen Brucin. Eine Salzbildung mit 6 Molekiilen Brucin 
ist bei der Triphosphonucleinséiure nur dann wahrscheinlich, 
wenn alle Phosphorsiureanhydridbindungen aufgespalten sind 
und dadurch 6 saure Hydroxylgruppen des Phosphorsiurerestes 
entstehen. Die milde, ammoniakalische Hydrolyse hat also 
alle Phosphorsiureanhydridbindungen der Hefenucleinsaéure ge- 
lost. Da aber nicht 4 Mononucleotide entstehen, sondern nur 
ein aus drei Mononucleotiden aufgebautes Polynucleotid, die 
Triphosphonucleinséure, und nur ein Mononucleotid, ‘die Uridin- 
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phosphorsaure, so ist man berechtigt anzunehmen, daf die drei 
Mononucleotide, aus welchen die 6-basische Triphosphonuclein- 
sdiure aufgebaut ist, noch intramolekular verkniipft sind. Die Ver- 
kniipfung kann nur durch die Kohlenhydratgruppen geschehen, 
da innerhalb der Purine und Pyrimidine ein Wasseraustritt un- 
méglich ist. Durch Auflésung der y-Lactonbindung der Glyko- 
side und intramolekularen Wasseraustritt zwischen den Kohlen- 
hydratgruppen konnte man sich die gegenseitige Verkniipfung 
der Nucleotide in der Triphosphonucleinsaure vorstellen.') 


Triphosphonucleinsdure. 














CO—NH 
Brucin . . +, H, HHH H | | 
O=P.0-C-C-C-C-C N—C C. NH, 
Brucin. . . OH” Ome Hee ot | 
jo 
| 
C-NH,=N 
Brucin. . - OHL H, HHH | ; 2 | 
O=P.0-.C-C-C-C€C-C -N——C CH 
Brucin. . . OH” enn | Hog | 
| ee 
| 
Brucin. . . OHY H HHH | 
O=P-.0-C-C-C-C-C—) C- NH, 
\OH OH 
Brucin. . . OH ; ie da di 
\Q/ | | 
NH—CH 


Wenn auch der Ort der intramolekularen Verkniipfung 
der Mononucleotide innerhalb des Triphosphonucleinséuremole- 
kiles in der von mir angeschriebenen Art experimentell nicht 





1) Die Annahme einer atherartigen Sauerstoffbriicke zwischen den 
Kohlenhydraten des Guanosins und Adenosins erschien uns zunichst wahr- 
scheinlicher als eine C-C-Verkettung dieser Purinzuckerverbindungen, aber 
die sterische Anordnung der Kohlenhydratgruppen in der d-Ribose macht 
die Anschreibung einer solchen Atherbriicke auf dem Papier unmdglich, 
Die C-C-Bindung der Mononucleotide in der Triphosphonucleinsiure soll 
lediglich als Arbeitshypothese aufgefaht werden und die von uns fest- 
gestellte Verkettung der Mononucleotide in der Triphosphonucleinsdure 


verbildlichen. 
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absolut erwiesen ist, so sind doch die Méglichkeiten des Ortes 
der intramolekularen Bindung so wenige, daS unsere Annahme 
sich wohl rechtfertigen lassen diirfte. — Da bei der milden, 
ammoniakalischen Hydrolyse der Hefenucleinséure als hoch- 
molekulare Spaltprodukte nur die Triphosphonucleinsaéure und 
die Uridinphosphorsaéure entstehen, mu8 das grofe Nuclein- 
siuremolekiil aus diesen beiden Bruchstiicken aufgebaut sein. 
Die Wirkung der milden, ammoniakalischen Hydrolyse beruht 
in der Aufspaltung der Phosphorséureanhydridbindungen, welche 
die Triphosphonucleinséure und die Uridinphosphorséure zum 
Hefenucleinsaéuremolekiil vereinigen. Ob im Hefenucleinsaure- 
molekiil auf eine Uridinphosphorséure zwei Molekiile Triphos- 
phonucleinsaure treffen, oder ob dieses Verhiltnis im groBen 
Molekiil eins zu eins oder zwei zu drei ist, konnte mit Sicher- 
heit aus den Ausbeuten nicht berechnet werden. Stellen wir 
uns den Aufbau der Hefenucleinsiure aus diesen beiden Sub- 
stanzen im Verhiltnis eins zu zwei vor, so erhalten wir 
nebenstehendes Formelbild fiir die Hefenucleinsaure. 

Die punktierten Linien zeigen die Wirkung der milden, 
ammoniakalischen Hydrolyse, welche die Phosphorsauranhydrid- 
bindungen aufspaltet und zu der 6 basischen Triphosphonuclein- 
siiure und zu der 2-basischen Uridinphosphorsianre fiihrt. Die 
beiden Bruchstiicke sind durch die bei der Aufspaltung ent- 
standenen freien Hydroxyle des Phosphorséurerestes aufer- 
ordentlich leicht wasserléslich. Mit Alkohol aus den wasserigen 
Losungen gefillt, stellt sowohl die Triphosphonucleinséure, wie 
auch die Uridinphosphorsiure ein sehr hygroskopisches Pulver 
dar, das erst durch wiederholtes Waschen mit Alkohol und 
Ather luftbestiindig wird. Durch das Fallen mit Alkohol und 
Ather wird jedenfalls eine abermalige Anhydrisierung des Phos- 
phorséurrestes bewirkt und dadurch die Unldslichkeit ver- 
ursacht. Die Anhydrisierung des Phosphorsaurerestes durch 
die Fallung diirfte aber kaum eine vollstandige sein und gr6oBten- 
teils nur an der Oberflaiche der amorph ausfallenden Substanz 
stattfinden, sodaB es erklarlich ist, dab die Elementaranalysen 
der freien Siéuren trotz lingeren Trocknens im Vakuum keine 
einwandfreien Werte geben. Gliicklicherweise ist durch die 
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Isolierung ausgezeichnet krystallisierender Brucinsalze dieser 
Saéuren uns ein Mittel an die Hand gegeben, die Sauren in 
Form ihrer Salze als reine, einheitliche, chemische Individuen 
zu fassen und zu charakterisieren und dadurch einen Einblick 
in den Aufbau des Hefenucleinséuremolekiils zu gewinnen. 
Legen wir das durch die chemische Hydrolyse gewonnene 
Konstitutionsbild der Hefenucleinséure der Erklarung der enzy- 
matischen Hydrolyse durch Duodenalsaft zugrunde, so kénnen 
wir infolge des Fehlens kleiner Bruchstiicke des Nucleinséure- 
molekiiles und gestiitzt auf die Isolierung der Triphospho- 
nucleinséure und der Uridinphosphorséure aus dem Verdauungs- 
gemisch den Aufspaltungsmechanismus des Enzyms mit der 
Wirkung der milden, ammoniakalischen Hydrolyse identifizieren. 
Durch die fermentative Hydrolyse im Diinndarm wurde wie 
bei der ammoniakalischen Hydrolyse die Phosphorsaureanhydrid- 
bindung der Hefenucleinsaéure gelést und dadurch das urspriing- 
liche Molekiil in die beiden leicht wasserléslichen Komplexe 
der Triphosphonucleinséure und der Uridinphosphorsaure aufge- 
spalten. Uber die Natur des Fermentes, das im Diinndarm die 
Aufspaltung der Phosphorséureanhydridbindungen der Nuclein- 
siure bewirkt, kann man néaheres nicht aussagen. Es ist 
ungeklart, ob diese Hydrolyse durch eines der bereits bekannten 
Fermente des Darmes oder des Pankreas verursacht wird, 
oder ob es sich um die Wirkung eines bisher noch nicht als 
spezifisch erkannten Fermentes handelt. Die Funktion des 
bisher angenommenen nucleolytischen Fermentes im Diinn- 
darm, welches das Nucleinséiuremolekiil in seine kleinsten 
Bruchstiicke spalten sollte, kann nach unseren Untersuchungs- 
ergebnissen keine so weitgehende sein. Es diirfte berechtigt 
sein, den zuviel priéjudizierenden Namen «Nuclease» fiir dieses 
Ferment fallen zu lassen und diese fermentative Funktion als 
«Nucleotidacidase» zu bezeichnen. Der Name erscheint deshalb 
zweckentsprechend, weil er die Aufspaltung des anhydridartigen 
Phosphorsaurerestes der urspriinglichen Nucleinséure zu den 
mehrere freie, saure Hydroxyle enthaltenden Nucleotidkomplexen 
der Triphosphonucleinséure und der Uridinphosphorséure zum 
Ausdruck bringt. Die grofe Wasserléslichkeit dieser Nucleotid- 
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komplexe macht es wahrscheinlich, da sie als solche resorbiert 
werden und in den intermedidren Stoffwechsel kommen. Die 
Purinbasen Adenin und Guanin diirften also bei normalem, phy- 
siologischem Ablauf der Diinndarmtatigkeit beim Menschen nicht 
als freie, schwer wasserlésliche Purine, sondern als wasserlis- 
liche Nucleotide in den Kreislauf gelangen, um dort bei intakter 
Purinzuckerbindung zum Auf- oder Abbau zu kommen. Fir 
diese Anschauung sprechen auch die Ergebnisse der in einem 
friiheren Hefte dieser Zeitschrift verdffentlichten Injektionsver- 
suche mit den Nucleosiden Guanosin und Adenosin.') Versuche, 
die Triphosphonucleinsaéure und die Pyrimidinnucleotide durch 
Organextrakte weiter abzubauen, sind von uns _ beabsichtigt. 
Auch soll aus autolysierten Organen die Darstellung krystalli- 
sierter Brucinsalze von Nucleotidkomplexen versucht werden. 


Experimenteller Teil. 


Hydrolyse der Hefenucleinsiure mit Ammoniak. 
Darstellung der Triphosphonucleinsaéure und der 
Uridinphosphorsaure. 


50 g Hefenucleinséure werden mit 140 ccm 25°/viger 
Ammoniaklésung am Riickflu&kihler 2 Stunden gekocht. Schon 
nach gelindem Erwiarmen beginnt die Hydrolyse unter starkem 
Schiumen, man steigert die Temperatur, sobald das Schéumen 
nachlaBt, und erhitzt schlieBlich bis zum Kochen der klaren 
Flissigkeit. Nach zweistiindigem Kochen gieft man die er- 
kaltete Lésung in die 3- bis 4fache Menge 96°/oigen Alkohols 
ein. Das sofort ausfallende Ammonsalz wird bei intensivem 
Durchriihren und Kneten mit Alkohol bald kérnig und fest. 
Es wird abgesaugt und abermals mit Wasser geldst. Die 
wiisserige Lésung wird in der Siedehitze mit einer kochenden 
Lésung von basisch-essigsaurem Blei (D.A.B.) gefallt. Das 





') S. J. Thannhauser und A. Bommes, Diese Zeitschr., Bd. 91, 

S. 336 (1914). Die in dieser Mitteilung auf Grund der Nucleosidinjektionen 

geiuferten Anschauungen iiber den intermediaren Purinstoffwechsel des 

Menschen wurden neuerdings durch Verfiitterungsversuche von Nucleo- 
siden durch J. Severin (Breslau, Habilitationsschrift 1916) bekraftigt. 
10* 
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ausfallende Bleisalz wird sofort abfiltriert, in kaltem Wasser 
sorgfiltig aufgeschlemmt und in der Kalte mit Schwefelwasser- 
stoff zersetzt. Vom Bleisulfid wird abfiltriert und das gelb- 
gefirbte Filtrat im Vakuum zu einem goldgelben, dickfliissigen 
Sirup konzentriert. Der Sirup wird mit absolutem Alkohol 
so lange durchgeknetet, bis er eine weiSe, trockene, kérnige 
Masse bildet. Ausbeute an so erhaltener Rohsiure 20—22 
Gramm. 20 Gramm der Rohséure werden in der i1fachen 
Menge Wassers geldst. Die Lésung bis zur Siedehitze er- 
wirmt und in eine heife Lésung von 40 Gramm wasserfreiem 
Brucin in 80 cem 96°/oigen Alkohol eingegossen. Es beginnt 
rasch die Abscheidung von krystallisiertem Brucinsalz. Man 
laBt bis 45° abkiihlen, saugt rasch von dem abgeschiedenen 
Brucinsalz scharf ab und lat die Lésung bei Zimmertemperatur 
liber Nacht stehen. Das von 45° bis Zimmertemperatur aus- 
fallende Brucinsalz wird zweimal aus Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzp. 200—205°. Das bei 100—45° ausfallende Kry- 
stallisat wird mit 900—1000 ccm siedenden Wassers aus- 
gezogen. Aus dieser wasserigen Loésung krystallisiert beim 
Abkiihlen bis zu 45° ein Brucinsalz, das bei 185—187° 
schmilzt. Mehrmals aus Wasser umkrystallisiert, behalt es 
diesen Schmelzpunkt. Der Riickstand, der beim Ausziehen 
des Krystallisates von 100—45° mit 1000 ccm siedenden 
Wassers nicht in Lésung ging, wird mit sehr viel kochendem 
Wasser ebenfalls in Lésung gebracht und umkrystallisiert. 
Dieses Brucinsalz zeigt nach zweimaligem Umkrystallisieren 
den Schmelzpunkt 175—177°, der durch fortgesetztes Um- 
krystallisieren nicht mehr verdndert wird. Die Darstellung 
der freien Saéuren aus diesen Brucinsalzen geschieht auf fol- 
gende Weise: Eine bestimmte Menge Brucinsalz wird in heifem 
Wasser suspendiert mit 95°/oiger Ammoniaklésung versetzt und 
die Lésung in Eis gestellt. Nach mehrstiindigem Stehen wird 
vom ausgeschiedenen Brucin abgesaugt und das Filtrat mit 
Silbernitratl6sung versetzt. Der ausgeschiedene Silbernieder- 
schlag wird mit Schwefelwasserstoff in der Kialte zersetzt, 
vom Schwefelsilber abfiltriert und das Filtrat im Vakuum auf 
ein mdglichst kleines Volumen eingeengt. Aus dieser sehr 
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stark konzentrierten Fliissigkeit fallt auf Zusatz der 5—6fachen 
Menge absoluten Alkohols die freie Saéure in schneeweifen, 
amorphen Flocken aus. Mit Alkohol und Ather wiederholt 
gewaschen und im Vakuum getrocknet, ist sie einigermaBen 
luftbestandig. Die freien Sauren sind auferordentlich hygro- 
skopisch und sind stets im Vakuum aufzubewahren. In Wasser 
sind sie spielend ldslich, in allen andern Lésungsmitteln sind 
sie unldslich. Ein krystallisiertes Metallzalz konnte bisher 
nicht erhalten werden. Die Analysenzahlen der freien Séiuren 
sind nicht eindeutig, da die freien Sauren beim Ausfillen mit 
Alkohol und beim Trocknen teilweise am Phosphorsaurerest 
wieder anhydrisiert werden. Die Analysen der freien Saéuren 
sollen nur der Vollstandigkeit halber angefiihrt werden. Die 
Brucinsalze sind einheitlich krystallisierte, schneeweife Sub- 
stanzen und geben einwandfreie Analysenwerte. 


Freie Saure aus Brucinsalz 205° (Triphosphonucleinsaure). 

0,1422 g Substanz 0,1787 g COQ,, 0,0575 H,O 
0,0970> >» 0,1242 » CO,, 0,0398 H,O 
0,1881 » > 0,1373 » HO,, 0,0436 H,O 
0,1605 » > 26,4 ccm N (15° 758 mm) 
0,1040 » 18,2 » N(i9° 716 >» ) 
0,1228 » > 204 >» N (19° 749 » ) 
0,2031 » > 0,0649 g Mg,P,0,. 


¥ 


Triphosphonucleinsadure. 
CygH Ogg, 5Ps (C,gH5,02,N,5P5) 
Berechnet: C.33,72°/o H 4,06°0 N 17,60°%o P 9,01 %/o 
( > : C 34,91°% H 3,81% N 18.26% P 9,32 %%/o) 
Gefunden: C 34,26% H 4,5 °%o N 19,1 %/o P 8,91 %o 
34,84 °/o 4,55 °/o 19,01 °/o 
34,61 °/o 4,48 °/o 18,90 °/o. 


Brucinsalz 205° (Salz der Triphosphonucleinsidure.). 
0,1065 g Substanz 0,2300 g CO,, 0,0565 g H,O 
0,1233 » > 0,2665 » CO,, 0,0657 » H,O 
0,1105 >» > 0.2397 » CO,, 0,0618 » H,O 
0,1425 >» > 14,1 ccm N (16° 709 mm) 
0,1106 » > 10,6 » N (10° 712 » ) 
0,1268 » 12.2 » N(11° 711 » ) 
0,2551 » > 0,3973 g (P,0,),,MoO,. 


¥v 
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CyoHy2025Ni3P5 (C.sHy6N.0,), 
Berechnet: C 59,01°/o H 5,71°%o N 10,31°/o P 2,74%o 
Gefunden: C 58,89°%o H 5,89%o N 10,87%o P 2,63% 
58,94% 5,29% 10,80 %o 
59,16 °/o 6,21 %/o 10,79 °/o. 
Brucinbestimmung des Salzes, Schmelzp. 205°. 
0,4960 g Brucinsalz werden tiber P,O, im Vakuum bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. In wenig 
Wasser suspendiert, mit 25°/oiger Ammoniaklosung versetzt und 
in Eis eingestellt. Zum vollstandigen Ausfallen des Brucins 
wird iiber Nacht bei 0° stehen gelassen. Das ausgefallene 
Brucin wird abgesaugt im Trockenschrank bei 70° vorge- 
trocknet und im Vakuum bei 100° iiber P,O,; wasserfrei ge- 
macht und zur Gewichtskonstanz gebracht. 
Brucin fiir C,,H,,O3NisPs (CosHegN20,), 
Berechnet: 0,2066 g Brucin 
Gefunden : 0,2050 » . 


Bestimmung der optischen Aktivitat der dem Brucin- 
salz 205° zugrundeliegenden, freien Sdure (Triphosphonulein- 
siure). 0,2406 g Substanz werden in 10 ccm Wasser gelost. 
Diese Lésung dreht im 2 dm-Rohr — 0,93° 

[a]p = — 19,3° 
friiher gefunden: [a], = — 19,6°. 





Brucinsalz 185—187° (Salz der d-l-Triphosphonucleinsaure). 


0,1103 g Substanz 0,2394 g CO,, 0,0601 g H,O 
0,1345 » > 0,2900 » CO,, 0,0735 » H,O 
0,1055>  » 0,2285 >» CO,, 0,0597 » H,0O 
0,1047 » . 9,6 ccm N (19° 713 mm) 
0,1176 » > 10,8 » N (19° 717 » ) 
0,1040 » > 9,6 >» N (19° 714 » ). 
C,9H,,0,,N,5Ps (C,,H,.N,0,), 
Berechnet: C 59,01°o H 5,71°% N 10,31°%o P 2,740 
Gefunden: C 59,11°%o H 6,05% N 10,02 °/o 
58,83 °/o 6,12 %o 10,12 °/o 
59,07 °/o 6,26 °/o 10,02 %/o. 


Brucinbestimmung des Salzes, Schmelzp. 185 —187°. 
Die Brucinbestimmung wird in der gleichen Weise aus- 
gefiihrt wie bei Brucinsalz 205°. 
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0,7570 g Brucinsalz, Schmelzp. 185—187° enthalten: 
C,9H,.0.5N ,sP5 (C,,H,.N,O,), 
Berechnet: 0,4960 ¢ Brucin 
Gefunden: 0,5320 » > 


Bestimmung der optischen Aktivitat der dem Brucin- 
salz 185—187° zugrundeliegenden freien Saure hat ergeben, 
daB die diesem Brucinsalz zugrundeliegende Séure optisch 
inaktiv ist. Da die analytische Zusammensetzung die gleiche 
ist wie bei der dem Brucinsalz 205° zugrundeliegenden Tri- 
phosphonucleinsiure, so ist das Brucinsalz 185° das Salz der 
razemischen Triphosphonucleinsdure. 


Brucinsalz 177° (Salz der Uridinphosphorsiure). 


0,1243 ¢ Substanz 0,2719 g CO,, 0,0701 g H,O 
0,1424 » > 0,3105 » CO,, 0.0780 » H,O 
0,1177 >» > 0,2565 » CO,, 0,0655 » H,O 
0,1204 » 8,5 ccm N (14° 707 mm) 
0,1096 » 7,8 >» N (15° 722 » ) 
0,1218 >» > 84 >» N (17° 714 » ) 
0,2182 » > 0,3373 g (P,0,),,Mo0,. 


v 


v 


CH,,0,N,P (C,5H,,0,N,), 
Berechnet: C 59,35°/o H 5,84% N 7,55°/o P 2,78 %o 
Gefunden: C 59,64 °%o 6,26 °/o 7,78 °/o 2,64 %/o 
59,46 °/o 6,09 °/o 7,8 °/o 2,71 °/o 
59,43 °/o 6,17 °/o 7,6 °/o. 


Bestimmung der optischen Aktivitat der dem Brucin- 
salz 177° zugrundeliegenden Uridinphosphorsaure. 
0,2420 g Substanz werden in 10 cem Wasser geldst, diese 
Lésung dreht im 2 dm-Rohr +- 0,70° 
[a]p = + 14,4°. 
Brucinbestimmung des Salzes, Schmelzp. 177°. 
0,2849 g Brucinsalz, Schmelzp. 177°, enthalten: 
CyH,30,P (C,,H,,0,Ny)s 
Gefunden : 0,1968 g Brucin 
Berechnet: 0,2018 » > 
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Hydrolyse der Triphosphonucleinséure mit Ammoniak 
unter Druck (nach Levene).') 


20 g Brucinsalz, Schmelzp. 205° werden in ungefahr 
100 ccm heifem Wasser suspendiert, mit 15 ccm 25°/oigen Am- 
moniak versetzt und die Lésung zugleich in Eis gestellt. Nach 
mehrstiindigem Stehen wird vom Brucinsalz scharf abgesaugt 
und das Filtrat im Vakuum auf 42 ccm konzentriert. Zu dieser 
Losung des Ammonsalzes werden 8 ccm 25°/oiges Ammoniak zu- 
gesetzt, und die Lésung in einem Glasei, das in einer Ammoniak- 
losung der gleichen Konzentration schwimmt, im Autoklaven 
31/2 Stunden bei einer Temperatur von 7 Atmosphiaren hydroly- 
siert. Innentemperatur des Autoklaven 155°, Aufbentemperatur 
185°. Die hydrolysierte Lésung wird noch heif aus dem Ei 
in ein Becherglaschen gegossen und tiber Nacht in Eis gestellt. 
Die Lésung erstarrt zu einer gelatindsen Masse, die sich ab- 
saugen laft. Die abfiltrierte Masse enthalt das Guanosin. Sie wird 
in wenig kochendem Wasser gelost, hei®B mit Bleiessig gefiallt, 
heifs von dem ausfallenden Niederschlag abfiltriert, und dann das 
Filtrat mit Ammoniak versetzt. Der jetzt ausfallende Niederschlag 
wird mit Hilfe von wenig Essigsdure in wenig Wasser geldst, mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat vom Bleisulfid stehen 
gelassen, eventuell etwas eingeengt. Nach einigem Stehen fallt 
das Guanosin in feinen Nadeln aus. (Sollte beim Stehen der ur- 
spriinglichen Hydrolysenfliissigkeit das Guanosin nicht als gela- 
tindse Masse ausfallen, so gieit man die Hydrolysenfliissigkeit 
in die dreifache Menge Alkohol und behandelt den entstandenen 
Niederschlag in der eben geschilderten Weise in wasseriger L6- 
sung mit Bleiessig und dann mit Bleiessigammoniak). 


Guanosin. (C,,H,,0,N, 
Berechnet: 24,74 °/o N 
Gefunden : 24,68 °/0 N 
0,0867 g Substanz 19,5 ccm (18° 713 mm). 
Das Filtrat von dem in der Hydrolysenfliissigkeit als 
gelatindse Masse ausgefallenen Guanosin wird im Vakuum 
etwas eingeengt, mit Ammoniak eventuell schwach alkalisch 





‘') Levene u. Jakobs, Ber. d. deutsch, chem. Ges., Bd. 42, S. 2704 
(1909). 














Experimentelle Studien tiber den Nucleinstoffwechsel. IV. Mitt. 141 


gemacht und dann mit der 2—3fachen Menge Alkohol versetzt; 
vom flockigen Niederschlag wird abfiltriert. Das Filtrat wird 
auf einige Kubikzentimeter im Vakuum eingeengt und mit einem 
Uberschu8 von kaltgesittigter Pikrinsdurelésung versetzt. Uber 
Nacht fallt ein Pikrat aus, aus dem sich kleine Mengen Adenosin- 
pikrat isolieren liefen. Das Filtrat vom abgeschiedenen Pikrat 
wird von Pikrinséure nach Anséuern mit Schwefelsdure durch 
Ausschiitteln mit Ather befreit, die Schwefelsiure quantitativ mit 
Barytwasser entfernt und die Fliissigkeit im Vakuum auf einige 
Kubikzentimeter konzentriert. In dieser konzentrierten Fliissig- 
keit scheidet sich Adenosin in Nédelchen ab. Diese werden ab- 
filtriert, aus wenig Wasser umkrystallisiert und als Prikat zur 
Analyse gebracht. 
Adenosinpikrat. C,,H,,N,O0, - C,H,(NO,),OH 
Berechnet: N 22,6 °/o 
Gefunden: N 22,3 °/o 
0,0951 g Substanz 19,2 ccm N (19° 721 mm). 
Das Filtrat vom abgeschiedenen Adenosin, ungefahr 4 bis 
8 g werden mit 2°/ciger Schwefelséiure (40 ccm) 2 Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht und mit einer L6sung von Merkurisul- 
fat in 5°/oiger Schwefelsaéure zur Entfernung der eventuell noch 
vorhandenen durch die Hydrolyse mit Schwefelséure abgespal- 
tenen Purine versetzt. Nach 12stiindigem Stehen wird der 
Quecksilberniederschlag abfiltriert. Das Filtrat vom Queck- 
silberniederschlag wird von tiberschiissigem Quecksilber durch 
Schwefelwasserstoff und von der Schwefelsiure durch Baryt- 
wasser befreit, und die Lésung im Vakuum vollstindig ein- 
gedunstet. Zu der entstehenden sirupdsen Masse setzt man 
heiBgesattigte Pikrinséureldsung und 1la8t aus der nochmals 
aufgekochten Lésung das Cytidinpikrat im Eisschrank ausfallen. 
Das Cytidinpikrat wird mehrmals mit Ather nachgewaschen 
und aus absolutem Alkohol zweimal umkrystallisiert. 
Cytidinpikrat. C,H,,0,N, - C,H,(NO,),0H 
Berechnet: N 17,79 °/o 
Gefunden: N 18,1 °%/o 
0,0868 g Substanz 14,3 ccm (20° 720 mm). 
In dem Filtrat vom Cytidinpikrat konnte kein Uridin 

isoliert werden. Auch in mehrfach wiederholten Hydrolysen, 
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bei denen mit einigen Modifikationen nur auf die eventuelle 
Isolierung eines Uridinkomplexes hingearbeitet wurde, konnte 
niemals auch nur eine Spur dieses Korpers festgestellt werden. 
Die Triphosphonucleinsaure enthilt also nur je einen Guanosin-, 
Adenosin- und Cytidinkomplex, aber keinen Uridinkomplex. 


Hydrolyse der d-l-Triphosphonucleinséure (Brucin- 
salz 185°) mit Ammoniak unter Druck. 


Aus 20 g Brucinsalz, Schmelzp. 185° wurde auf die 
gleiche Weise wie bei der eben beschriebenen Hydrolyse die 
Ammonsalzlésung hergestellt und in der gleichen ammonia- 
kalischen Konzentration bei 7 Atmospharen Druck hydrolysiert. 
Aus der Hydrolysenfliissigkeit wurde auf die eben beschriebene 
Art ebenfalls Guanosin, Adenosin und Cytidin isoliert. Ein 
Uridinkomplex wurde nicht gefunden. Die Analysenzahlen der 
isolierten Komplexe sind: 


Guanosin. (C,,H,,0;N, 


Berechnet: N 24,74 °/o 
Gefunden : N 24,81 °/o 
0,0945 ¢ Substanz 21,4 ccm N (18° 712 mm). 


Adenosinpikrat. C,,H,,N,O, - C,H,(NO,),0H 
Berechnet: N 22,6 °/o 
Gefunden : N 22,4 °/o 

0,0742 g Substanz 15 ccm N (19° 720 mm). 

Cytidinpikrat. C,H,,0,N, - C,H,(NO,),0OH 
Berechnet: N 17,79 °/o 


Gefunden: N 18,00 °/o 
0,0987 g Substanz 16,1 ccm N (19° 720 mm). 


Hydrolyse der Uridinphosphorsaure (Brucinsalz 177°) 
mit Ammoniak unter Druck. 


Die aus 20 g Brucinsalz 177° gewonnene wisserige 
Lésung des Ammonsalzes wird unter denselben Bedingungen 
wie das Ammonsalz der Triphosphonucleinséure hydrolysiert. 
Aus der Hydrolysenfliissigkeit lieBen sich weder Guanosin noch 
Adenosin noch Cytidin isolieren. Die mit Alkohol gefillte 
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Hydrolysenfliissigkeit wird im Vakuum auf ein kleines Volumen 
eingeengt. Aus dieser, eingeengten Lésung (ungefiihr 1 ccm) 
schied sich auf Zusatz von Pikrinsaurelésung kein Niederschlag 
ab. Die zugesetzte Pikrinséiure wurde nach Ansduern mit 
Schwefelsiure mit Ather ausgeschiittelt, und alsdann die 
Schwefelsiure mit Barytwasser quantitativ entfernt. Hierauf 
wurde basisch-essigsaures Blei im Uberflu8 zugegeben, vom 
Niederschlag abfiltriert und ins Filtrat heife Barytlésung so 
lange zugetropft, bis sich kein Niederschlag mehr bildet. Die 
entstandene Fallung wurde mit 5°/oiger Schwefelsiiure ange- 
schlemmt und lingere Zeit stehen gelassen. Hernach wird die 
iiberschtissige Schwefelsiure durch Bleicarbonat bis zum Ver- 
schwinden der Kongoreaktion weggenommen und vom gebildeten 
Bleisulfat abfiltriert. Im Filtrat werden die Spuren vom Blei 
durch Schwefelwasserstoff entfernt, und die etwas gelbliche 
Lésung bei vermindertem Druck bis zu einem kleinen Volumen 
eingeengt; der Rest F'liissigkeit wird dann im Vakuumexsikkator 
vollstandig entfernt. Der Riickstand wird mehrmals mit 96 °/oigem 
Alkohol zur Entfernung des Wassers aufgenommen. Die dann 
hinterbleibende, krystallinische Masse wird aus wenig absolutem 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 146°. Unter dem Mikroskop 
feine weibe Niadelchen. 

Uridin. C,H,,0,N, 

Berechnet: N 11,48 °/o 

Gefunden: N 11,90 °/o 

0,0694 g Substanz 7,6 cem N (716 mm 22°). 

Die wasserige Losung des aus Brucinsalz 177 ° hergestellten 
Ammonsalzes wurde auch mit kochender 25°/oiger Schwefelsiure 
wihrend 24 Stunden einer tiefgreifenden Hydrolyse unterzogen. 
Aus der Hydrolysenfliissigkeit konnte als stickstoffhaltiges Bruch- 
stiick nur Uracil isoliert und identifiziert werden. 


Hydrolyse der Hefenucleinsdure mit 2°/oiger 
Schwefelsdure. 
50 g Hefenucleinsiure werden mit 2°/oiger Schwefelsadure 
2 Stunden am RiickfluSkiihler im Olbad bei 125° erhitzt. Nach 
dem Abkiihlen wird die Hydrolysenfliissigkeit mit Silberoxyd 
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im Uberschuf versetzt und iiber Nacht stehen gelassen. Der 
gebildete Niederschlag wird abgesaugt und das Filtrat mit 
Barytwasser gegen Kongopapier neutralisiert. Vom Bariumsulfat 
wird abgesaugt, und das Filtrat mit einem Uberschub von basi- 
schem Bleiessig gefallt. Der abfiltrierte Bleiniederschlag wird 
in Wasser suspendiert, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und vom 
Schwefelblei abfiltriert. Die hinterbleibende Fliissigkeit wird im _ 
Vakuum auf ein kleines Volumen eingedampft und mit soviel 
absolutem Alkohol zersetzt, bis kein Niederschlag mehr aus- 
fallt. Die ausfallende Substanz wird mehrmals mit Alkohol 
dekantiert, bis sie vollstindig fest geworden ist. Aus dieser Roh- 
siure wird das Brucinsalz in der bei der ammoniakalischen 
Hydrolyse beschriebenen Weise hergestellt. Das bei 100—45° 
ausfallende Krystallisat wird mit heifem Wasser extrahiert und 
dann aus sehr viel kochendem Wasser umkrystallisiert. Die um- 
krystallisierte Substanz schmilzt bei 177° und erwies sich als 
identisch mit dem bei der ammoniakalischen Hydrolyse er- 
haltenen Brucinsalz 177° der Uridinphosphorsaure. 

0,1066 g Substanz 0,2326 g CO, 0,0600 H,O 

0,1280 » > 9,1 ccm N (719 mm 22°), 

Brucinsalz der Uridinphosphorsdure. 

CyH,sN,0,P (C,sH,,0,N2), 
Berechnet: C 59,35°%o H 5,84%o N 7,55°%o P 2,78 °%o 
Gefunden: 59,50 °/o 6,33 °/o 7,4 Jo. 

Das von 45° bis Zimmertemperatur ausfallende Brucin- 
salz zeigte einen hdheren Stickstoffwert (8,74°/0). Die diesem 
Brucinsalz zugrundeliegende Saéure wurde bisher nicht naher 
untersucht. Es diirfte sich nach dem Stickstoffwert um das 
Brucinsalz der Cytidinphosphorsaure handeln. 


Verdauung der Hefenucleinsaéure mit menschlichem 
Duodenalsaft. 

Die Gewinnung des Duodenalsaftes ist in einer friiheren Mit- 

teilung') des einen von uns und in der Dissertation von Gra- 

mann?) eingehend beschrieben. 





1) S.J. Thannhauser, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 329 (1914). 
*) K. Grafimann, I[naugural-Dissertation Miinchen 1917. 
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Verdauungsversuch. 


40 g Hefenucleinséure werden in einem 2 Liter-Erlen- 
meyer-Kolben mit 80—90 ccm Duodenalsaft tibergossen und 
mit ca. 200 cem destilliertem Wasser versetzt. Das Gemisch 
wird heftig durchgeschittelt und unter einer dicken Toluol- 
schicht drei mal 24 Stunden bei 37° im Brutschrank unter 
wiederholtem Aufschiitteln stehen gelassen. Die Fliissigkeit 
firbt sich bald griin. Die Nucleinséure geht allmihlich bis auf 
einen geringen Bodensatz in Lésung. Vom Riickstand wird 
abgegossen und durch ein Faltenfilter filtriert. Die Fliissigkeit 
wird im Vakuum auf die Halfte eingeengt, abermals filtriert 
und dann mit soviel 96°/oigem Alkohol versetzt, bis kein 
Niederschlag mehr entsteht. Der sehr voluminése Niederschlag 
wird abgesaugt und mit Alkohol und Ather nachgewaschen. 
Hierauf bringt man den Niederschlag wieder durch nicht zu- 
viel Wasser in Losung, filtriert eventuell vom Ungelésten ab und 
engt im Vakuum die wasserige Lésung bis zur vollstandigen 
Trockenheit ein. 20g des hinterbleibenden Pulvers wird in 
der 11 fachen Menge heifen Wassers gelést und die heife 
Fliissigkeit in eine Losung von 40g wasserfreien Brucin in 
80 cem 96°/oigen Alkohol eingegossen. Diese Lésung verteilt 
man auf 3—4 grofie, flache Glasschalen und laBt einige Tage bei 
Zimmertemperatur abdunsten. Die Fliissigkeit erstarrt zu einer 
drusenf6rmigen Krystallmasse. Die Krystallmasse wird zuerst 
mit wenig kaltem Wasser angeriihrt, abgenutscht und wiederholt 
mit Chloroform dekantiert. Die hinterbleibende Substanz stellt 
ein Gemisch der durch die Verdauung entstandenen Brucin- 
salze dar. Ein direktes, fraktioniertes Krystallisieren dieses 
Gemisches hat sich als unzweckméfig erwiesen. Man suspen- 
diert deshalb das Lbrucinsalzgemisch in Wasser, zersetzt mit 
25°/oigem Ammoniak, lat einige Zeit in Eis stehen und filtriert 
vom abgeschiedenen Brucin ab. Das Filtrat wird mit basisch 
essigsaurem Blei solange versetzt, bis kein Niederschlag mehr 
entsteht. Das entstandene Bleisalz wird mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, vom Bleisulfid abfiltriert und die Fliissigkeit im 
Vakuum bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Hierauf wird der 
Sirup mit Alkohol durchgeknetet, bis er kérnig fest geworden 
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ist. 20g dieser Substanz wird in der 11 fachen Menge. heifSen 
Wassers geldst und die heife Fliissigkeit in 80 ccm heifSen 
96°/oigen Alkohol, der 40 g wasserfreies Brucin enthilt, ein- 
gegossen. Man lafit bis 45° abkiihlen, filtriet rasch von der 
ausgeschiedenen Krystallisation ab und laBt die Loésung bei 
Zimmertemperatur stehen. Die von 100—45° ausfallende 
Substanzmenge wird mit 900—1000 ccm siedenden Wassers 
ausgezogen. Aus dieser Lésung krystallisiert beim Abkihlen 
bis zu 45° ein Salz, das bei 185—187° schmilzt, und auch 
bei wiederholtem Umkrystallisieren diesen Schmelzpunkt nicht 
mehr dndert. Der Riickstand, der beim Ausziehen mit 1000 ccm 
Wasser nicht in Lésung gegangen war, wird in viel heifem 
Wasser gelést und umkrystallisiert. Der ausfallende Korper 
zeigt den Schmelzpunkt 177° und dndert diesen Schmelzpunkt 
beim Umkrystallisieren nicht mehr. Der von 45° bis Zimmer- 
temperatur ausfallende Korper zeigt nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus Wasser den Schmelzpunkt 205°. Proben 
der 3 Brucinsalze von 205°, 185—187°, 177° wurden mit 
den gleichschmelzenden Brucinsalzen aus der ammoniaka- 
lischen Hydrolyse vermischt. Es konnte keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung festgestellt werden. Auch die ausgefiihrten Stick- 
stoffanalysen der durch die Verdauung erhaltenen Brucinsalze 
stimmen mit den Werten der bei der ammoniakalischen 
Hydrolyse isolierten Brucinsalze der Triphosphonucleinsaure 
und Uridinphosphorsiure tiberein. Dadurch diirfte die Identitat 
der durch fermentative und ammoniakaliche Hydrolyse er- 
haltenen, hochmolekularen Spaltprodukte der Hefenucleinsaure 


erwiesen sein. 


3rucinsalz der 1-Triphosphonucleinsdure, Schmelzp. 205°. 
C,9H,,0.,N,5Ps (CysHgN,O4), 
0,0833 g Substanz 8,2 ccm N (20° 715 mm) 
Berechnet: C 59,01°o H 5,71°%o N 10,31 °%/o 
Gefunden: (bei der Verdauung) N 10,86 °%o 
> : (Ammoniak. Hydrolyse) N 10,80 %/o. 


Brucinsalz der d-l-Triphosphonucleinsaure, Schmelzp. 185—187°. 


CygHy3O.5N ,5P5 (C,.H,.N.O4)c 
0.1086 g Substanz 9,9 ccm N (20° 714 mm) 














Experimentelle Studien tber den Nucleinstoffwechsel. IV. Mitt. 


Berechnet: C 59,61°/o H 5,71°%o N 10,31 %/o 
Gefunden: (bei der Verdauung) N 10,00°/o 
> : (Ammoniak. Hydrolyse) N 10,12 °%/o. 


CyH,sN,0,P (C,,H,,0,N,), 
0,1137 g Substanz 8,2 ccm N (19° 711 mm) 
Berechnet: C 59,35°%o H 5,88°%o N 7,55 %o 
Gefunden: (bei der Verdauung) N 7,86 °%/o 
» : (Ammoniak. Hydrolyse) N 7,78 °/o. 














Brucinsalz der Uridinphosphorsaure, Schmelzp. 177°. 
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Uber die Einwirkung von Natriumphosphat auf die 
Milchsduregarung. 
Von 


Hans Euler und Olof Svanberg. 





Mit finf Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Mai 1917.) 








Die Uberlegung, welche den hier mitzuteilenden Versuchen 
zugrunde liegt, war die folgende: Trotzdem ein direkter, ein- 
wandfreier Beweis noch nicht gelungen ist, daB Milchsdure ein 
Zwischenprodukt bei der alkoholischen Girung bildet, so kann 
diese friiher von Buchner und Meisenheimer!) und von Wohl 
vertretene Annahme keineswegs als ausgeschlossen betrachtet 
werden, sondern verdient eine erneute, eingehende Priifung. 

Nachdem anderseits durch Harden und Young fest- 
steht, daf ein Kohlenhydratphosphorsdureester — er mag hier 
der Kiirze halber Zymophosphat genannt werden — als Zwischen- 
produkt die alkoholische Giirung vermittelt, und nachdem durch 
die wichtigen Arbeiten von Embden und seinen Mitarbeitern?) 
nachgewiesen ist, daB aus Zymophosphat — Embdens Lact- 
acidogen — durch Muskelprefsaft Milchséure gebildet wird, 
ist es jetzt eine der wichtigsten Fragen der Garungschemie, 
zu ermitteln, in welcher Beziehung Milchsaéure und Phos- 
phorsdure bei der Giarung stehen. 

In welchem Stadium der Hexosespaltung spielen die Phos- 
phate ihre Rolle? Da es bis jetzt noch nicht gelungen ist, die 
ersten Phasen der alkoholischen Garung durch Hefe einzeln zur 
Wirkung zu bringen, liegt es nahe, die Zuckerspaltung, welche 





') Buchner und Meisenheimer, Ber. d. deutsch. chem. Ges., 
Bd. 37, S. 419 (1904) und Bd. 38, S. 620 (1905). 

*) Embden und Mitarbeiter, Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 1 (1916) 
und Bd. 98, S. 1 (1917). 
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die Hexosen durch Milchsiiurebakterien erfahren, auf ihre Ab- 
hingigkeit von Phosphaten zu untersuchen. Erhialt man hier 
ein dem bekannten Zymophosphat identisches Estersalz, so wiire 
damit der Beweis erbracht, daB die erste Hiilfte der alkoho- 
lischen Gérung und der Girungsspaltung der Hexosen durch 
Milchsaurebakterien analoge Vorgiinge sind. 


Ziichten der Reinkultur. 


Als Versuchsmaterial erhielten wir Bact. casei E, als Rein- 
kultur in Milch vom bakteriologischen Institut der Zentralan- 
stalt fiir landwirtschaftliche Versuche (Experimentalfiltet), dessen 
Vorstand, Herrn Prof. Chr. Barthel, wir bestens danken. 

Die Milchreinkultur wurde in Molke iibergeimpft. Fiir jede 
Versuchsserie wurde frisch bereitete Molke angewandt. Zum 
Herstellen der Molke wurde aus Magermilch das Casein mit 
Lab ausgefallt, die abfiltrierte Molke mit Hiihnereiweif ge- 
klairt, filtriert und im Dampfstrom sterilisiert. — Von der 
sterilen Molke wurden Gelatine- und Agarplatten gegossen und 
auf diese Weise festgestellt, ob die Molke ganz keimfrei war. 

Nach Abkiihlen der sterilen Molke wurde eine bestimmte 
Menge 24 Stunden alte Milchreinkultur in die Molke geimpft 
und im Thermostaten bei 42° C. 14 Stunden stehen gelassen. — 
Von der 14 Stunden alten Molkereinkultur mit sterilem Agar 
wurden Platten gegossen, um festzustellen, ob die Kulturen 
frei von fremden Keimen waren. 

5. 5. 1917. 4 Erlenmeyer-Kolben 4 300 ccm mit 50 ccm 
Molke und 5 cem Milchreinkultur. 

14. 5. 1917. 2 Erlenmeyer-Kolben & 300 ccm mit 
50 cem Molke und 5 cem Milchreinkultur. 

15. 5. 1917. 2 Erlenmeyer-Kolben 4 300 ccm mit 
50 ccm Molke und 5 cem Milchreinkultur. 

AuBer beim Versuch vom 15. 5. 1917 haben alle Molke- 
reinkulturen 14 Stunden im Thermostaten bei 42° C. gestanden, 
Kulturen vom 15. 5. 1917 standen 28 Stunden im Thermostaten 
bei 42° C, 

Alle Gelatine- und Agarplatten mit Molke waren steril. 

Alle Agarplatten mit Molkereinkultur waren steril. 
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Versuch 1 und 2. 


2ccem der Kulturlésung wurden in 50 Molke einpipet- 
tiert. 40 ccm 15°%/oige Glukoseldsung, die auch 15°/oig in 
bezug auf Natriumphosphat war und gegen Phenolphthalein 
neutral reagierte, wurde zugesetzt. Zur Neutralisation des 
Gemisches, welches durch die Kulturlésung sauer reagierte, 
wurden 13,9 (Versuch 1) bezw. 15,3 ccm einer 0,23 norm. 
NaOH-Lisung verbraucht. 

Die Versuche wurden in Erlenmeyer-Kolben von 300 ccm 
Inhalt ausgefiihrt, welche in einem Thermostaten bei 42° 
standen. Durch einen feinen Gummischlauch konnte aus einer 
Biirette in den Kolben, der im iibrigen durch Baumwolle bak- 
teriendicht abgeschlossen war, Alkali zugesetzt werden. Der 
Titer des Alkalis war 0,23 n. Es wurde auf schwache Rot- 
farbung mit Phenolphthalein titriert. 














Tabelle 1. 
er Zugesetzt 0,001 Mol. NaOH 
Stunden 
Versuch 1 | Versuch 2 
1 0,23 0,26 
2 0,49 0,51 
4 0,84 0,88 
6 1,00 1,02 
47 - 1,23 
71 a 1,58 











7 | H 
Die Bildung der Milch- | ya“ | 


siure wurde also allmiahlich : 
immer schwacher und horte 
schlieBlich auf. Der Verlauf & 
der Milchsdurebildung ist § {_ 
auch in Fig. 1 dargestellt. 





























0 —- 


Sunten 2 “& 6 8 


Fig. 1. Versuch, 2. 
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Ahnliche Resultate wurden in den 
Versuchen 3 und 4 
erhalten, welche genau in derselben Weise ausgefiihrt wurden. 


Tabelle 2. 
nn ____________ 
Zugesetzt 0,001 Mol. NaOH 








Stunden | 
| Versuch 1 | Versuch 2 
3 0,49 0,81 
43 0,91 1,09 
67 1,07 1,51 





Zur Neutralisation vor Beginn des Versuchs wurden ver- 


braucht: 
Versuch 3: 16,5 ccm 0,23 n-NaOH. 
> 4: 15,2 » 
Durch die fortschreitende Konzentration des Lactats scheint 
also eine Hemmung der Milchséurebildung einzutreten. Im 


folgenden Versuch wurde deshalb in anderer Weise verfahren. 


Versuch 5. 


Zu 5 médglichst gleichen Mengen von Kulturlésung A, 
B, C und D wurden in denselben Mengen wie oben Glukose 
und Phosphat zugesetzt und unmittelbar darauf neutralisiert. 
Der Verlauf der Séiurebildung geht aus Tabelle 3 und Fig. 2 
hervor. Von allen Alkalinitétswerten (Tabelle 3) ist diejenige 
Alkalimenge — 40,1 ccm einer 0,23 norm. NaOQH-Losung = 
9,32 X 10-3 Mol. — subtrahiert, welche fiir die Neutralisation 
der urspriinglichen Lésung erforderlich war. 


Tabelle 3. 


ee 


Stund | Verbraucht Mol. NaOH X 10~° 
unin 























| # ; & |; ec | 2D 

2 | 067 — a = 

4 1,14 mn - ne 

6 1,62 1,37 “ _ 

22 2.46 3,32 8,7 - 

30 2,90 4,20 9,21 _ 
48 320 | 462 10,05 15,30 
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Die Kultur B scheint etwas} ,.-—J = 
schwiicher gewesen zu sein als z= 
die iibrigen. 




















= 

aT 

Suntn 10 20 i s«SO 
Fig. 2. Versuch 5. 




















Versuch 6a. 


Es wurde zunachst die Einwirkung des Natriumphosphats 
in saurer LOsung untersucht. Zu den Versuchsgemischen 
wurde kein Alkali zugesetzt. Vielmehr wurden denselben von 
Zeit zu Zeit je 10 ccm genommen, welche mit 0,023 norm. 
NaOH und Phenolphthalein als Indikator titriert wurden. Ver- 
suchstemperatur 42°. 


Versuchsgemisch : 
50 ccm Molke mit 2 ccm Kulturldésung, 
20 » 26°%/oige Glykoselésung, 
20 » 8°%oige Na-Phosphatlésung neutralisiert gegen Phenolphthalein 
bezw. 20 ccm Wasser, 














92 ccm. 
Tabelle 4. 
Verbraucht Mol. NaOH X 10~3 
Stunden Ohne Phosphat ') | Mit Phosphat 
1 | 2 | 3 | 4 
2 0.58 0,94 2,04 3,11 
4 1,19 1,79 4.08 5,78 
23 4,12 4,35 13,78 15,60 
25 4.35 4,56 14,53 16,44 














Phosphat beschleunigt also die Milchsaurebildung in saurer 
Lésung. Daf das Phosphat hier nicht als Puffer dient, d. h. 
eine giinstigere Wasserstoffkonzentration hervorruft, wurde 





‘) Durch die zugesetzte Molke enthalt auch diese Lésung Phosphat, 
und zwar etwa ‘/:0 der im Parallelversuch zugesetzten Phosphatmenge. 
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experimentell nach der Séren- 
senschen Methode und zwar 
mit Kongo als Indikator fest- 
gestellt. 

Gegen diesen Indikator 
zeigten namlich beide Lésungen 
nach Schluf des Versuches sehr 


























hh 


Suns 1 & 2%  # angenihert die gleiche Aciditit. 


~ 


Fig. 3. Versuch 6. 


Versuch 6b. 
Die Versuchslosungen hatten folgende Zusammensetzung: 


50 ccm Molke mit 6 cem Kultur, 
20 » 25°%/oige Glykoselésung, 
20 » 5°%/oige Na-Phosphatlésung bezw. 20 ccm Wasser 





Tabelle 5. 
Te) 
| Verbraucht Mol. NaOH X 107° 











| 
Stunden | Qhne Phosphat | Mit Phosphat 
Tg | @ | @ | «& | & | @ 
2 051 | O51 089 | 1,11 0,98 0,89 
' 1,00 | 1,03 183 | 2,25 216 1,83 
20 | 326 | 3,26 5,92 6,20 6,25 5,72 
23 | 3,80 | 3,79 6,79 7,03 7,15 6,45 

















In Nr. 5 wurde zu Beginn und zum Schlu8 der Garung 
die freie Phosphorséure bestimmt. In 10 ccm wurde gefunden: 
vor der Girung: 0,0654 g Mg,P,0, 
nach » >  : 0,0657 » Mg,P,0,. 

Eine Abnahme des freien Phosphats hatte also nicht 
stattgefunden. 
Versuch 7. 
Wie Euler und Tholin!’) nachgewiesen haben, verzogern 


Phosphate die Kohlensdéureentwicklung, wenn die alkoholische . 
Gadrung in alkalischer Lésung verliuft. In Riicksicht auf diese 





t) Diese Zeitschr., Bd. 97, S. 269 (1916). 
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Versuche wurde nun auch untersucht, ob sich der gleiche 
Einflu8 auch bei der Milchsaéurebildung geltend macht. 


Versuchsmischung : 


50 ccm Molke mit 6 ccm Kulturlésung, 
20 » 25° ige Glukoselésung, 
20 » 5°%/oige Na-Phosphatlésung bezw. Wasser 


96 ccm 

Beiden Lésungen wurden Proben von je 10 ccm zu quan- 
titativen PO,-Bestimmungen entnommen. 

Die Lésungen wurden wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer auf schwache Alkalinitét gegen Phenolpthalein (p,, = 9) 
gehalten, in dem in kurzen Zwischenraumen verdinnte Natron- 
lauge (0,23 norm.) zugesetzt wurde. 

Vor Beginn des Versuches wurden zugesetzt: 

zu 1: 19,0 ccm = 4,41 ccm Mol. 10~* NaOH 
> 2:206 » =4,78 » » 107% NaOH. 


















































Tabelle 6. 
Verbraucht Mol. NaOH 107? 
Stunden 
1. Ohne Phosphat | 2. Mit Phosphat 

1 0,35 0,19 

2 0,65 0,34 

3 0,93 0,49 

4 1,16 0,58 

5 1,43 0,71 

6 1,66 0,78 
Ks ergibt sich also aus diesem __,, : a 
Versuch, daf das Phosphat wo 
in alkalischer Lésung in um- é Eze 

° ° ee 0 

gekehrtem Sinne wirkt, wie in 3, . il 
saurer und somit die Milch- 3. a ope 
siurebildung hemmt. Auch y A 
in dieser Hinsicht bestehtalso - ae 
eine Analogie zwischen der yoo ; 
Milchséuregérung und der Fig. 4. 


alkoholischen Garung. 
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Das Ergebnis der quantitativen PO,-Bestimmung ist 
folgendes: 

1. Ohne Phosphatzusatz: Der Phosphatgehalt der Lésung 
stammt aus der Molke. 


10 ccm ergeben: vor der Girung 0,0062 g Mg,P,0; 
nach > » _0,0046 > Mg,P,0, 
Verbraucht 0,0016 g Mg,P,0, 
= 0,82 Mol. X 10—* PO,,. 
Dies entspricht ungefahr 5°/o der entstandenen Milch- 


siure in Mol. gerechnet. 


2. Mit Phosphatzusatz. 


10 ccm ergeben: vor der Giarung 0,0622 g Mg,P,0, 
> > >»  0,0581 » Mg,P,O, 


Verbraucht 0,0041 g Mg,P,0, 
= 0,16 Mol. X 107? PO,. 





Versuch 8a. 


Die Bildung des Zymophospats macht sich bei Anwen- 
dung lebender Hefe nur in Gegenwart von Protoplasmagiften, 
besonders Toluol, geltend. Es konnte deshalb erwartet werden, 
daB auch bei den Milchséurebakterien eine Anreicherung 
des gebildeten Phosphates eintritt, wenn dem Versuch eine 
geeignete Menge Toluol zugesetzt wird. 


Versuchsmischung: 


50 ccm Molke mit 6 ccm Kulturlésung, 
20 » 25°%/oige Glukoselésung, 
20 » 5°%/oige Na-Phosphatlésung. 
10 ccm wurden entnommen und mit 0,023 norm. NaOH 
titriert. 














Tabelle 7. 
Verbr. Mol. NaOH X 107° fiir die ganze Versuchsmischung 
Stunden | isis haiiote 
| 1. Ohne Toluol | 2. Mit 0,5 ccm Toluol 
2'/2 0,86 0,19 
5 1,69 0,35 


24 4.80 0,44 
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In zwei quantitativen PO, a a 
Bestimmungen ergaben 10ccm der | | 
mit Toluol vergifteten Losung: | 


vor der Giarung: 0,0636 g Mg,P,0- 
nach » >»  : U,0642 » Mg,P,0.. 

















ee 














Versuch &b. 


Ein ahnlicher Versuch wurde mit einer konzentrierten 


Bakterienkultur gemacht. 
Zwei Kolben enthielten: 
8 ccm Kultur, 
50 » Molke, steril, 
20 » 30° cige Glukoselésung, 
20 » Natriumphospatlésung, neutralisiert. 





Versuchstemperatur 45—46°: die Temperatur wurde, ab- 
sichtlich, etwas tiber der optimalen Giartemperatur gehalten. 

Vergirung in natiirlicher Aciditat: es wurde also wahrend 
der Giirung kein Alkali zugesetzt. 

Von Zeit zu Zeit wurden 10 ccm-Proben entnommen 


» 


und mit 0.023 norm. NaOH titriert. 


Tabelle 8. 














| Alkaliverbrauch in 107 ° Mol. Mg.P,0- in 10 ccm 
EE aaa Een 
A B A B 
0 2,8 5,8 0.0788 0.0784 
3 — 0.91 — 0.91 0,0780 0.0795 
7 1.77 1,75 0.0794 0,0795 
Die elektrometrische Messung ergab fiir die Konzentration i 


der Wasserstoffionen am Schlu8 des Versuches 


we e 


Auch bei diesem Versuch blieb also das Phosphat voll- 
kommen unverestert. 
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Versuch 9. 

Die Milchsiuregérung wird in der Regel in der Weise 
geleitet, dafi Calciumlactat wahrend der Giarung gebildet wird; 
dadurch wird eine weitergehende Vergirung des Zuckers er- 
zielt. In welcher Weise Lactationen bezw. freie Milchséure 
und Wasserstoffionen die Reaktion beeinflussen, ist bis jetzt 
aus der Literatur noch nicht zu ersehen. Wir haben des- 
wegen folgenden Versuch angestellt: 

Je 2 Kolben A und B wurden in folgender Weise be- 
schickt: 

6 ccm Kultur (dieselbe hatte sich 28 Stunden im Thermostaten bei 42° 
entwickelt), 

50 » Molke, 

20 » 30°%oige Glukoselésung, 

10 » 10°%/oiges Natriumphosphat, neutralisiert. 

Hierzu wurde gegeben 

In Versuch A: In Versuch B: 

10 ccm Wasser. 1ccm Milchsdure (= 13.8-10~* Mol.) neutra- 
lisiert mit 4 norm. NaOH, verdiinnt auf 10 ccm. 

Giérung bei 42° ohne Alkalizusatz, also bei natiirlicher 
Aciditét: von Zeit zu Zeit werden Proben von 10 ccm ent- 
nommen, welche mit 0,024 norm. Natronlauge gegen Phenol- 
phthalein titriert wurden. 

Alkaliverbrauch vor Beginn des Versuchs (Zeit 0) 

in A: 3,79-107% Mol. 
> B: 3,63-10—° Mol. 
berechnet fiir die gesamte Kulturlésung. 


Tabelle 9. 


NE —————————————————————————————————————— 
Alkaliverbrauch (Milchsaurebildung) wahrend des Versuchs, 











Stunden -gesamte Kultur 10— * Mol. Z 
A B 
2 0.91 0.89 
f 1,76 1.69 
20 4.88 5,72 
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Die Girung, welche anfangs im Versuch B etwas lang- 
samer war, wurde also gegen Ende des Versuchs bei B erheb- 
lich kraftiger als bei A; es war also durch das zugesetzte 
Natriumlactat eine Beschleunigung der Milchsduregirung ein- 
getreten. 

In welcher Weise hier die Beeinflussung der H'-Konzen- 
tration eine Rolle spielt, mu8 erst festgestellt werden. 

Nach elektrometrischen Messungen betrug die Konzen- 
tration der H’-Ionen bei 


A B 
0,0004 0,0002. 
Zusammenfassung. 


Als wesentlichstes Ergebnis wurde gefunden, daf die 
Milchsiuregaérung (zunachst durch die hier untersuchten Bak- 
terien) durch Alkaliphosphat 


in saurer Lisung beschleunigt, 
in alkalischer LOsung verzogert wird. 


In dieser Hinsicht hat sich also eine vollstandige Ana- 
logie zu der Hefegiirung ergeben. 

Eine Veresterung des anorganischen Phosphates zu einem 
dem Giérungs-Zymophosphat (Kohlenhydratphosphorsaureester) 
analogen Produkt hat sich bis jetzt noch nicht nachweisen 
lassen. Dabei ist aber zu bedenken, daf die Versuche bis 
jetzt nur mit verhiltnismabig schwachen Bakterienemulsionen 
und zwar nur mit lebenden Zellen ausgefiihrt wurden; sie 
werden mit starkeren Kulturen und mit Bakterien-Trocken- 
priiparaten weiter gefiihrt. 









































Beitrage zur Kenntnis einiger pflanzlicher und tierischer 
Fette und Wachsarten. 
I. Mitteilung. 
Uber das Fett der Reiskleie. 


Von 


Albert B. Weinhagen. 





(Aus dem Agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1917.) 


Bei den pflanzenchemischen Untersuchungen im hiesigen 
Laboratorium wurden verschiedentlich Atherextrakte gewonnen, 
iiber deren Zusammensetzung bisher Angaben fehlen. Es schien 
daher angezeigt, solche Gemische einer niheren Untersuchung 
zu unterwerfen. Im Nachstehenden mache ich eine kurze Mit- 
teilung iiber die atherléslichen Bestandteile der Reiskleie. 

Zwecks quantitativer Bestimmung des Fettgehaltes (Ge- 
samtatherextrakt) wurden 36,90 g der lufttrockenen Reiskleie 
mit Ather extrahiert und zwar erst kalt durch einfaches Stehen 
mit Ather, und dann hei8 in iiblicher Weise im Soxhlet. Die 


-kalte Extraktion ergab 1,02 g, d. h. 2,74°%/o Riickstand; die Ex- 


traktion in der Wiarme 3,02 g, d. h. 8,20°/o. Insgesamt so- 
mit 10,94/o Atherextrakt. Es ist auffillig, da8 kalter Ather 
aus der Reiskleie verhiltnismafig wenig extrahiert. 

Ferner wurden 58 g bei 100° getrockneter Reiskleie zwecks 
Bestimmung der itherléslichen und der alkoholléslichen Phos- 
phatide mit trockenem Ather und dann mit absolutem Alkohol 
extrahiert, und die Riickstiinde dieser Extraktionen nach dem 
Verbrennen mit Soda-Salpeter mittels Ammonmolybdat gepriift. 
In dem dtherléslichen Anteil war kein Phosphor vorhanden. 
In dem Riickstand der Alkoholextraktion (2,13 g einer sirup- 
artigen Masse) waren nur Spuren von Phosphor enthalten. 
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Es wurden nun 1500 g Reiskleie im Soxhlet mit Ather 
extrahiert. Nach Entfernung des Athers hinterblieb ein durch 
Chlorophyll dunkelgriin gefiirbtes fliissiges Ol, welches geringe 
Mengen eines festen kérnigen Fettes enthielt. Nach vier- 
wochentlichem Stehen wurde die gesamte Menge, teils durch 
Filtration und teils durch Aufstreichen auf Tonteller und nach- 
trigliche Extraktion des Tones mit Ather, in den fliissigen 
Anteil «Ol» und den festen Anteil «Fett» getrennt. 


A.: Das Ol. 


Das durch Chlorophyll dunkelgriin gefiirbte Ol zeigte starke 
Cholesterinreaktion. 90 g des Oles wurden mit Natriumalkoholat 
(Ritter, Diese Zeitschr., Bd. 34, S. 456) verseift und die ge- 
trockneten Seifen mit Ather extrahiert. Es ist beachtenswert, 
dai bei dieser Operation das gewohnlich hier auftretende Gly- 
cerin nicht beobachtet wurde. Eine ganz geringe Ausscheidung 
im Ather ergab abfiltriert ca. 0,3 g verharzte Masse, welche 
weder die Cholesterin- noch die Glycerinreaktion gab. 


Das Phytosterin. 


Der gelbliche Atherextrakt hinterlief als Riickstand 4,75 g, 
d. h. 5,30°/o einer gelblichen Masse, das Phytosterin. Dieses 
wurde wiederholt aus Alkohol umkrystallisiert und so in der 
Form von langgestreckten, teils schuppenartig aufeinander- 
gelagerten diinnen Plittchen erhalten. Der Schmelzpunkt lag 
bei 131—133°.!) Mit einem aus Weizenkeimlingen erhaltenen 
Phytosterin verglichen zeigte sich die hier erhaltene Verbindung 
hinsichtlich Schmelzpunkt, Krystallform usw. vollkommen iden- 
tisch. Die Verbindung gab die Cholesterinreaktionen, sowohl 
nach Liebermann wie nach Hager-Salkowski.?) 


') Sitosterin, 136—137°, Abderhalden, Hd. Lex. III, S. 302. Phyto- 
sterin, 132—133°. 

*) Hager-Salkowski, Z. anal., Bd. 11, S. 44 und Bd. 26, S. 568. 
Nachgepriift verlief diese Reaktion bei Phytosterin aus Weizen, bei Chole- 
sterin, bei Stearinsiure- und Palmitinsdéure-Phytosterylester positiv; wo- 
hingegen dieselbe bei Benzoesdure-Phytosterylester versagte. 
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Das Drehungsvermdgen des erhaltenen Phytosterins wurde 
bestimmt. Eine Chloroformlésung, enthaltend 2,583 g in 100 cem, 
gab im 200 mm-Rohr durchschnittlich — 1,27°, also [a]p 
= 24,629. Von anderer Seite (Dr. J. Keller)!) wurde auch schon 
die Drehung des Phytosterins aus Reiskleie in Chloroform als 
— 25,00° und — 25,57° bestimmt. Sitosterin aus Weizen 
(Abderhalden, |. c.) zeigt in Ather — 26,71 °. 

Ferner wurde die Aufnahmefihigkeit des erhaltenen Phyto- 
sterins fiir Jod nach der Hiiblschen Methode bestimmt. Die 
benutzte Jod-Quecksilberchloridlésung enthielt im Kubikzenti- 
meter 0,01626 g Jod. Es zeigte sich, dafh 1 ccm der zur Titra- 
tion benutzten Hyposulfitlsung 1,90 ccm der Jodlésung ent- 
sprach. 0,8025 g Phytosterin wurde mit 80 ccm der Jodliésung 
12 Stunden in Reaktion gelassen. Die Riicktitration zeigte, 
daf 63,66 ccm Jodlésung (entsprechend 1,0351 g Jod) verbraucht 
worden waren. Dieses entspricht einer Aufnahme von 128,97°/o 
Jod durch das Phytosterin oder, fiir C,,H,,O berechnet, einer 
Addition von 4 Jod pro Molekiil. Dieser Befund spricht fiir das 
Vorhandensein von zwei olefinartigen Bindungen im Phytosterin, 
was Windaus und Hauth (Bd. 40, 8. 3686), obwohl ohne 
Beleg, vermuteten. Fernerhin wurde der Versuch gemacht, das 
Jodadditionsprodukt zu isolieren, doch wie auch schon bei An- 
wendung des Hiiblschen Verfahrens auf ungesatttgte Sauren 
gefunden wurde,”) gelang diese Isolierung auch hier nicht. Der 
beim Verdunsten der Lésung erhaltene Riickstand wurde durch 
Umkrystallisieren aus Alkohol gereinigt. Die Substanz enthielt 
kein Jod, gab die Cholesterinreaktion, schmolz bei 131—133° 
und erwies sich somit als Phytosterin. 

Um die Fettsaéuren zu identifizieren, wurden die Seifen 
nunmehr durch Schwefelsdéure zerlegt. Ks wurden so ca. 82 g 
Fettsiuren erhalten, welche eine griingefarbte Fliissigkeit dar- 
stellten. Ein Teil dieser Siuren wurde aus alkoholischer Losung 
mittels Bleiacetat als Bleisalze gefallt, welche eine griine ver- 
schmierte Masse darstellten. Die Bleisalze wurden sodann in 
heiBem Ather gelist. Die filtrierte Lésung schied beim Erkalten 





') In unserem Laboratorium. 
2) Liebermann und Sachse, B. 24, S. 4117 (1891). 
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einen Teil der Salze feinkrystallinisch wei8 wieder aus, wahrend 
der Rest in Losung blieb. 


Feste Fettséuren. 


Die abfiltrierten atherunldslichen Bleisalze wurden durch 
Schwefelsdure zerlegt, und die Séiuren ausgeidthert. Die atherische 
Extraktion ergab als Riickstand ca. 10,4 g einer festen Saure, 
welche aus Alkohol umkrystallisiert wurde und in der Form 
von sehr feinen konzentrisch vereinigten Nadelchen erhalten 
wurde. Der Schmelzpunkt lag bei 60°. Das Calciumsalz der 
Saure wurde durch Fallung mittels Calciumacetat in alkoho- 
lischer Lésung hergestellt und wurde rein wei8 feinkrystallinisch 


erhalten. 

0,1739 g (100° getrocknet) gab 0,0176 g CaO 

0,158 » >» 0,0157 » CaO. 

Gefunden: 7,23 °/o; 7,20°% Ca 

Berechnet (C,,H;,0,),Ca: 7,28 °/o Ca. 

Wie die Bestimmung zeigt, lag Palmitinséure vor. In An- 

betracht des Schmelzp. 60° (reine Palmitinséure = 62°) ist 
es moglich, daB der Substanz Spuren von einer anderen Siaure 


beigemengt waren. 


Fliissige Fettsauren. 


Die in Ather léslichen Bleisalze wurden gleichfalls durch 
Schwefelsaure zerlegt. Nach teilweiser Entfarbung mittels Tier- 
kohle hinterlieB der iitherische Auszug die Sauren als eine griin- 
liche Fliissigkeit. Es wurden ca. 19,4 g erhalten. Auch bei 
lingerem Stehen blieben diese Saéuren ohne feste Ausscheidung. 

Anscheinend bestand dieses Produkt fast ausschlieBlich 
aus Olsiure. Ein Teil wurde in dtherischer Lésung durch 
Schiitteln mit Wasserstoff und fein verteiltem Platin reduziert. 
Von 2,5 g Saéure wurde die berechnete Menge (190,4 ccm) 
Wasserstoff, um von Olsdure auf Stearinsiiure zu kommen, 
innerhalb 5 Minuten aufgenommen, worauf die Absorption auf- 
hérte. Aus Alkohol umkrystallisiert, zeigte das Reduktionspro- 
dukt den Schmelzpunkt 70° und erwies sich in jeder Hinsicht 


als mit Stearinsdure identisch. 
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Ein anderer Teil der fliissigen Saéure wurde in alkoho- 
lischer Lésung mit Bromlésung versetzt. Es fiel sofort das Bi- 
bromid der Olsiiure als schweres braunes Ol zu Boden. 

Das Calciumsalz der Séiure wurde durch Lésen in iiber- 
schiissigem Ammoniak und Ausfallung mit CaCl, als eine durch 
Farbstoffe griinlich gefarbte kérnige Masse erhalten. Die Ana- 
lysenbefunde stimmen fiir Olsaure. 

0,2829 g (100° getrocknet) gaben 0,0264 g CaO 
0,3386 » >  0,0306 >» CaO 
Gefunden: 6,67 °/o; 6,47 °/o Ca. 
Berechnet (C,,H;,0,),Ca: 6,65 °/o 

Das Baryumsalz wurde analog dem Calciumsalz hergestellt 
und auch als verfiirbte kérnige Masse erhalten. Beim vakuum- 
trockenen Salz stimmt der Befund an Baryum mit einiger 
Genauigkeit fiir das dlsaure Salz. Als Eigentiimlichkeit wurde 
bemerkt, daf das Baryumsalz zum Unterschiede vom Calcium- 
salz beim Versuch, es bei 110—120° zu trocknen, jeweils eine 
Gewichtszunahme von ca. 1,5—2°/o erfuhr. 

0,2176 g wurden schwerer um 0,0032 g und gaben 0,0605 g BaCOQ, 


0,3237 » > > >» 0,0062> » >» 0,0900 » 
0,2806 >» : > >» 0,0043 » 
Gefunden: 19,35 °%o; 19,370 Ba 


1,47°/o; 1,91°/o; 1,55°%/o Gewichtszunahme. 
Berechnet (C,,H,,0,),Ba: 19,64°/o Ba. 


B: Das Fett. 


Das Fett konnte durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus 
Alkohol rein weif erhalten werden. Es fiel sehr feinkrystallinisch 
aus. Der Schmelzpunkt wurde bei 60—63° bestimmt; der Er- 
starrungspunkt bei 55°. Es wurden von dem Fett 32 g nach Ritter 
mit Natriumalkoholat verseift, und die getrockneten Seifen mit 
Ather extrahiert. Das gewoéhnlich bei dieser Operation auftretende 
Glycerin konnte auch hier wieder nicht beobachtet werden, und 
blieb der Ather, obwohl gelblich gefarbt, giinzlich ungetriibt. 


Das Phytosterin. 


Der Atherextrakt hinterlie8 einen gelblichen wachsartigen 
Riickstand, welcher starke Cholesterinreaktion zeigte. Durch 
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wiederholtes Umkrystallisieren aus Alkokol wurde dieses Phyto- 
sterin von einer in Alkohol viel schwerer léslichen beigemengten 
Verbindung getrennt. Somit hinterblieben 1,5 g, d.h. 4,7°/o 
eines Phytosterins, welches sich in jeder Hinsicht mit dem 
aus dem fliissigen «Ole» isolierten Phytosterin identisch er- 
wies. Durch den grofen Ldéslichkeitsunterschied lie sich die 
dem Phytosterin beigemengte Verbindung gut abtrennen. Letzt- 
genannte Verbindung erwies sich als ein Kohlenwasserstoff. 


Der Kohlenwasserstoff. 


Von dem aus dem Phytosterin isolierten Kohlenwasser- 
stoff wurden 0,18 g erhalten. Auf 32 g Fett berechnet, etwa 
0,5°/o. Diese Verbindung ist in Alkohol schwer loéslich und 
erscheint, aus demselben umkrystallisiert, beim Erkalten als 
gelatinartige Masse. Nach dem Filtrieren auf Ton getrocknet, 
stellt dieselbe eine wachsartige, weiBe zahe Haut dar. In Ather 
ist die Substanz leichter léslich als in Alkohol; in Chloroform 
wiederum leichter léslich; in Wasser ganz unloslich. Aus 
Methylalkohol unter Zusatz von etwas Ather umkrystallisiert, 
wurde der Kohlenwasserstoff jeweils nur feinkrystallinisch er- 
halten. Krystallformen waren nie erkennbar. Die Verbindung 
gibt keine der Cholesterinreaktionen. Der Schmelzpunkt wurde 
bei 79,5—80,5° gefunden. Weder alkoholische Jodl6sung noch 
iitherische Bromlésung wurde durch die Substanz entfarbt. Mit 
Pikrinsiure wurde in iitherischer Losung keine Verbindung er- 
halten. Stickstoff war darin nicht vorhanden. 

0,003590 g gaben 0,004770 g H,O und 0,011470 g CO, 
0,002940 » » 0,003930g H,O » 0,009390 » COQ,. 
Gefunden: 87,14 °/o; 87,11 %o C 

14,86 Jo; 14,91% H 
Berechnet C,,H,,: 87,160 C 
13,08 Jo H. 

Der hier isolierte Kohlenwasserstoff, welcher anscheinend 
zum Phytosterin in enger chemischer Beziehung steht, zeigt 
groBe Ahnlichkeit mit verschiedenen Kohlenwasserstoffen, C,,H,,. 
So mit dem «Dihydrophytosten»,') welches durch reduzierende 
Einwirkungen auf Umwegen aus dem Phytosterin der Calabar- 





') A. Windaus und A. Hauth, B. 40, S. 3684 (1997). 
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bohne hergestellt wurde. Mit der Ausnahme, da8 «Dihydro- 
phytosten» ungesattigt ist und in feinen Tafelchen krystallisierte, 
schien volikommene Identitaét zu bestehen, wie z. B. hinsicht- 
lich Schmelzpunkt, Léslichkeit usw. 

Ein weiterer Kohlenwasserstoff C,,H,,, das «B-Cholestan »,') 
welches durch Reduktion des Cholesterins bezw. des «B-Chole- 
stylchlorids» hergestellt wurde, schmilzt auch bei 80° und unter- 
scheidet sich von dem «Dihydrophytosten» von Windaus da- 
durch, daf er gesiattigt (1. c., S. 544). Leider fehlen geniigend 
Angaben fiir einen genaueren Vergleich mit dem hier aus dem 
Reis isolierten Kohlenwasserstoff. 

Daf der aufgefundene Kohlenwasserstoff schon vorhanden 
gewesen sein mufi und nicht etwa durch die Einwirkung des Na- 
triumalkoholats auf das Phytosterin entstand, geht hervor, erstens 
aus der Tatsache, da8 derselbe nur im «Fett», aber nicht im «Ol» 
vorhanden war, obwohl in beiden Fiillen dieselbe Natriumalko- 
holateinwirkung vorlag, und zweitens aus der Tatsache, daB man 
bei der Einwirkung von Natriumalkoholat auf Phytosterin?) keinen 
Kohlenwasserstoff, sondern nur ein Umlagerungsprodukt, C,,H,,O 
(Pseudophytosterin), erhalt. In diesem Zusammenhang sei ferner 
erwahnt, dafi Diels und Linn?) nach 6—7stiindiger Einwirkung 
von Natriumathylat auf Cholesterin bei 150° im Rohr die ge- 
samte Menge des Cholesterins unverdndert zuriick erhielten. Das 
Vorhandensein eines Kohlenwasserstoffs dieser Art in der Reis- 
kleie ist nicht verwunderlich, denn &hnliche Kohlenwasserstoffe 
wurden schon oft aus Pflanzen isoliert.*) So z. B. Kohlenwasser- 
stoffe C,,H,,. Es wire auch gut denkbar, daf man in der Pflanze 
einen chemisch dem Phytosterin nahestehenden Kohlenwasser- 
stoff vorfindet, da ganz ahnliche oder identische Kohlenwasser- 
stoffe aus dem Phytosterin durch gewisse chemische Kinwir- 
kungen auSerhalb der Pflanze erzielt werden kénnen.°) 

1) O. Diels und K. Linn, B. 41, S. 548. 

*) A. Windaus und A. Hauth, B. 40, S. 3685. 

8) B. 41, S. 549. 

4) T. Klobb, C. 1910, I, S. 364; II, S.1934; Power and Solway, Am. 
J. Pharm., Bd. 83, 1—14, C. 1911, 1, S. 744; R. Erdmann, B. 32, S. 1214. 


5) Es sei hier ferner auf eine analoge Beziehung hingewiesen, welche 
zwischen Xanthophyll, C,,H;,0, und Carotin, C,,H,,, besteht. 
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Die Fettséuren. 


Nunmehr wurden die Natriumseifen durch Schwefelsiure 
zerlegt. Beim Erkalten bilden dieselben einen festen Kuchen 
von ca. 29 g. Ein Teil dieser Sauren wurde aus alkoholischer 
Losung mittels Bleiacetat als rein weifes krystallinisches Blei- 
salz gefallt. Diese Bleisalze wurden bei 80° getrocknet und 
dann mit Ather extrahiert. Die Gesamtmenge blieb ungeldst 
und wurde in Wasser suspendiert mittels Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Die getrocknete Fillung wurde mit Ather extrahiert 
und hinterlie8 diese atherische Lésung, 10,5 g eines festen weiben 
Riickstandes. Die erhaltene Fettséiure zeigte gereinigt den 
Schmelzpunkt 60° und erwies sich in jeder Hinsicht mit der 
aus dem «Ql» erhaltenen Palmitinsiure identisch. Analog dem 
genannten Fall wurde auch hier das Calciumsalz hergestellt. 


0,1962 g (100° trocken) gaben 0,0200 g CaO 
0,1810 » (100° >» ) » 00,0180 » CaO 
Gefunden: 7,28 °Jo, 7,11°%o Ca 
Berechnet (C,,H,,0,),Ca: 7,28°%o Ca. 


Zusammenfassung. 

Die Reiskleie ergab 10,94°/o Atherextrakt, welcher seiner- 
seits zu ca. 73°/o fliissigem «Ol» und ca. 27°/o festem «Fett» 
getrennt wurde. Die Reiskleie enthielt absolut keine ather- 
léslichen, und nur Spuren von alkoholléslichen Phosphorver- 
bindungen. 

Das Ol ergab 5,3°%/o Phytosterin und’ 91,1°/o Fettsiuren, 
welche ihrerseits zu 31,8°/o Palmitinsiure und 59,3°/o Olsiure 
getrennt wurden. Glycerin konnte in der Differenz (Verlust) 
nicht nachgewiesen werden. 

Aus dem Fett wurden, wie bemerkt, erhalten 4,7°/o Phyto- 
sterin und etwa 0,5°/o eines zum Phytosterin in chemischer 
Beziehung stehenden Kohlenwasserstoffs. Ferner wurden daraus 
erhalten 90,6°/o Fettséuren; anndhernd ausschlieflich Palmitin- 
siure. Wie beim Ol, so konnte auch hier Glycerin weder be- 
merkt noch nachgewiesen werden. 
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Notiz iiber die Oxydation organischer Verbindungen mit 
Chromsaure. 


Von 
A. Windaus. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Juli 1917.) 


Bei der Einwirkung von Chromsdure auf organische 
Verbindungen bilden sich haufig Acetaldehyd und Aceton, die 
als schwer ldsliche p-Nitrophenylhydrazone leicht und sicher 
im Destillat nachgewiesen werden kénnen. 

Die Bildung dieser Oxydationsprodukte bietet oft die 
Moglichkeit, einen ersten Anhaltspunkt tiber die Konstitution 
des Ausgangsmaterials zu gewinnen oder Unterscheidungs- 
merkmale fiir nahe verwandte Verbindungen aufzufinden. So 
liefern Cholesterin, Koprosterin und Sitosterin bei der 
Oxydation mit Eisessig und Chromsaure eine reichliche Menge 
Aceton und unterscheiden sich dadurch auffallend von den 
nahe verwandten Gallensduren, die unter denselben Be- 
dingungen keine nachweisbare Menge eines Jodoform bildenden 
Stoffes abgeben. Auch Wielands Cholancarbonsdure’) gibt 
wider Erwarten bei der Oxydation mit Chromsiaure kein Aceton 
ab und enthalt daher nicht die im Cholesterin nachgewiesene 
lsopropylgruppe. 

In den letzten Jahren habe ich von dieser Reaktion 
gegeniiber Chromsiiure mehrmals Gebrauch gemacht, um rasch 
zu entscheiden, ob in einem aus einem Glukosid isolierten 
Zuckergemisch Methylpentosen vorhanden seien oder nicht. 

Wahrend nimlich die gewéhnlichen Pentosen und Hexosen 
(z.B. Arabinose, Glukose, Galaktose) bei der Oxydation 





!) Diese Zeitschrift 80, 287 [1912]. 
12* 
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mit Eisessig-Chromsiure ein Destillat geben, das sich gegen 
eine wiasserige Aufldsung von p-Nitrophenylhydrazinhydrochlorid 
indifferent verhalt, spalten unter denselben Bedingungen Methyl- 
pentosen (Rhamnose) oder dhnlich gebaute Zucker (z. B. 
Cymarose) ein Molekiil Acetaldehyd ab, das als Nitrophenyl- 
hydrazon vom Schmelzpunkt 128° qualitativ nachgewiesen und 
annahernd quantitativ bestimmt werden kann. 

In Gegensatz zu diesen Befunden scheint eine Beobachtung 
zu stehen, die N. O. Engfeldt in einer kiirzlich verdffentlichten 
Arbeit!) gelegentlich erwahnt. Er gibt namlich an, daB 
Traubenzucker bei der Oxydation mit Chromsaure geringe 
Spuren, Fruktose dagegen betrachtliche Mengen eines fliichtigen, 
jodoformbildenden Stoffes liefere, der wahrscheinlich mit Aceton 
identisch sei. ?) 

Die Verschiedenheit unserer Beobachtungen erklart sich 
dadurch, daB N. O. Engfeldt den Zucker in fiinfprozentiger 
Schwefelsiure gelést und eine Mischung von Kaliumpyrochromat 
und Schwefelsiure zur Oxydation verwendet hat, wihrend ich 
einen Uberschu8 von Schwefelsiure sorgfiltig ausgeschlossen 
und meist sogar mit Eisessig-Chromsdéure gearbeitet habe. 
Bei Anwesenheit von itiberschiissiger Schwefelséure entsteht 
nimlich aus der leicht zersetzlichen Fruktose eine betracht- 
liche Menge Liivulinséure, wiihrend der schwerer durch Séuren 
angreifbare Traubenzucker nur Spuren ergibt. 

Liivulinsiure liefert nun bei der Oxydation mit Chrom- 
siure fliichtige jodoformbildende Produkte, die neben kleinen 
Mengen Aceton hauptsachlich Acetaldehyd enthalten. Wdahrend 
der Acetaldehyd direkt aus dem Destillat mit p-Nitrophenyl- 
hydrazinhydrochlorid ausgefallt werden kann, muf zur Iso- 
lierung des Acetons eine erneute Destillation des ersten 
Destillats mit Wasserstoffsuperoxyd und Natronlauge statt- 
finden. Aus dem zweiten Destillat lift sich dann mit p- 
Nitrophenylhydrazinhydrochlorid leicht das Hydrazon des Ace- 
tons in reinem Zustand gewinnen. 


') Die Shaffersche Oxydationsmethode zur Bestimmung der B-Oxy- 
buttersiure im Harn, Diese Zeitschrift Bd. 99, S. 166. 
*) loc. cit. Seite 193. 
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Es ergibt sich daraus, da der Nachweis von Methylpen- 
tosen im Zuckergemisch mit Hilfe der Chromsdurereaktion nur 
dann einwandfrei verléuft, wenn man unter Bedingungen 
arbeitet, bei welchen die Bildung von Livulinsiure ausge- 
schlossen ist. 











Beitrage zur Kenntnis der Nikotinsaurederivate. 


I. Mitteilung. 


Von 
E. Winterstein und A. B. Weinhagen. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Juli 1917.) 


In unserem Laboratorium sind schon seit langerer Zeit 
Untersuchungen tiber Homologe und Derivate des Trigonellins 
angestellt worden, wobei wir einige Beobachtungen machten, 
die es wiinschenswert erscheinen lieBen, die Angaben von 
Jahns?!) tiber die Synthese des Arecaidins nachzuprifen. 
Jahns, der Entdecker des Trigonellins und der Arecanus- 
alkaloide, gibt an, da8 er durch Reduktion von N-Methyl- 
Nikotinsiiuremethylester mit Zinn und Salzséure ein Gemisch 
von N-Methyltetrahydronikotinsaéure (Arecaidin) und N-Methyl- 
hexahydronikotinsaure erhalten habe. Durch Behandlung des 
Gemisches mit Chloroform konnten diese beiden Basen ge- 
trennt werden. Bei Durchsicht der Literatur gewinnt man den 
Eindruck, dai diese Synthese als eine Darstellungsmethode 
angesehen wird. 

Im Zusammenhang mit diesen Versuchsergebnissen stellte 
Jahns sodann fiir das Arecaidin folgende Formel auf: 

CH, 
H,C” \c—COOH 


CH, 
An Hand theoretischer Betrachtungen tiber die optischen 
Eigenschaften und der neutralen Reaktion des Arecaidins wurde 


‘) Arch. f. Pharm., Bd. 229, S. 669 (1891). 
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diese Formel von H. Meyer?) modifiziert und nachstehendes 


Formelbild aufgestellt: 
CH 


H,c” “c—COoH 
H.C. CH, 
N 


CH, 
Diese Auffassung iiber die Konstitution des Arecaidins 
ist dann in glanzender Weise durch die originelle Synthese 
von Wohl und Johnson?) bestatigt worden. Die Lage der 
Doppelbindung wurde hierbei einwandsfrei festgestellt. 
Im Nachstehenden machen wir nun einige Angaben iiber 
Reduktionsversuche des Trigonellins. 


Reduktionsversuche. 


Durch 5stiindiges Erhitzen von 25,3 g_ nikotinsaurem 
Kalium (welches aus natiirlichem Nikotin gewonnen worden 
war),*) mit 44,5 g Jodmethyl und 25 ccm trockenem Methy]l- 
alkohol auf 150° im Rohr, und nachtrégliches Schiitteln mit 
Chlorsilber wurden 22,5 g Nikotinséuremethylesterchlormethylat 
erhalten. Die Gesamtmenge wurde mit Zinn und Salzsaure 
36 Stunden gekocht. Es wurde festgestellt, daf mehr Zinn 
verbraucht worden war, als die vollstandige Keduktion des 
angewandten Esters benotigt hatte. Das Zinn wurde durch 
Schwefelwasserstoff ausgefallt; das Filtrat zur Trockene ver- 
dampft, und das Chlor durch Schiitteln mit Silberoxyd ent- 
fernt. Hierbei trat ein intensiver Geruch nach Methylamin 
auf. Nachdem das iiberschiissige Silber mittels Schwefel- 
wasserstoff entfernt worden war, wurde das Filtrat wieder zur 
Trockene verdampft, und dabei 15 g eines sirupartigen Riick- 
standes erhalten, welcher nach Jahns neben Trigonellin und 
anderen Nebenprodukten aus Tetrahydro- und Hexahydro-N- 
methylnikotinséure bestehen sollte. 





‘) Monatsh. f. Chem., Bd. 21, S. 940 und Bd. 23, S. 22. 


*) B. 40, S. 4712. 
®) Durch Oxydation des Nikotins mittels Salpetersiure. A. Pictet 


und Sufidorf, C. 1898, I, 677. 








172 E. Winterstein und A. B. Weinhagen, 


Es wurde nun eine Stunde mit heiSem Chloroform 
extrahiert, um vorhandene Hexahydroverbindung zu entfernen. 
Der Chloroformauszug hinterlief{ beim Eindampfen nur etwa 
1,5 g einer braunen, 6ligen Masse. Diese bestand zu grobem 
Teil aus Schwefelverbindungen und anderen nicht definierbaren 
Nebenprodukten, so dafi daraus eine Hexahydroverbindung nicht 
isoliert werden konnte. Die daraus isolierten Platin- und Gold- 
doppelsalze zersetzten sich unter 100°. 

Der bei der Chloroformextraktion verbliebene Riickstand 
wurde nun mit absolutem Alkohol extrahiert, um _ Trigo- 
nellin usw. zu entfernen. Fast die gesamte Menge ging hier 
in Losung. Beim Verdampfen hinterlieB} der Alkoholauszug 
eine in gelblichen Nadeln auskrystallisierende Verbindung, das 
Trigonellin, welches, durch Umkrystallisieren aus Alkohol ge- 
reinigt, den Schmelzpunkt 215—216° zeigte. Es wurden etwa 
12 g rohes Trigonellin erhalten. 

Nach der Chloroform- und der Alkoholextraktion waren dann 
nur etwa 0,2 g eines schwach gefarbten, weifen kérnigen Riick- 
standes ungelést zurtickgeblieben. Diese Substanz sollte nach 
Jahns die mit dem Arecaidin identische Tetrahydroverbindung 
sein. Die erhaltenen 0,2 g wiirden (auf die 22,5 g Ausgangs- 
material berechnet) gegebenenfalls eine Ausbeute von etwa 1°/o 
vorstellen. Soweit die geringe Ausbeute dieses erlaubte, wurde 
die Verbindung zwecks Vergleich mit Arecaidin niher untersucht. 

Die Verbindung ist in Wasser leicht léslich, in organi- 
schen Losungsmitteln hingegen schwer oder unldslich. Der 
Schmelzpunkt wurde bei 220° gefunden, und folgte dann gleich 
Zersetzung und Verkohlung. Arecaidin zeigt das gleiche Ver- 
halten. Aus der Art des Schmelzens geht ferner hervor, daB 
ungeldst gebliebenes Trigonellin nicht vorliegen konnte. 

Das Platindoppelsalz. Dieses Doppelsalz wurde in der 
Form von orangefarbenen feinen Nadeln erhalten, welche unter 
Zersetzung bei 227—229° schmelzen. In wasseriger LOsung 
erwirmt, zersetzt die Verbindung sich unter Abscheidung von 
Platin. Im Gegensatz hierzu (Jahns!) und Wohl, B. 40, S. 4712) 
krystallisiert das Platindoppelsalz des Arecaidins in Oktaedern, 


') Joc. cit. 
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ist beim Erhitzen mit Wasser bestiindig und schmilzt unter 
Zersetzung bei 225—226°. 

Das Golddoppelsalz. Dieses Doppelsalz wurde aus ver- 
diinnter Salzséiure umkrystallisiert, immer nur feinkrystallinisch 
erhalten. Das trockene Salz schmilzt bei 197—199°. Das Gold- 
doppelsalz des Arecaidins (Wohl, B. 40, S. 4712) bildet vier- 
seitige Prismen vom Schmelzpunkt 197—198°. 

Ferner wurde das Verhalten der bei der Reduktion er- 
haltenen Base gegeniiber einer Anzahl von Alkaloidreagentien 
untersucht, und vergleichshalber parallel hierzu dieselben Re- 
aktionen mit natiirlichem Arecaidin ausgefiihrt. Es wurde jeweils 
eine ca. 2°/oige ChlorhydratlOsung verwandt. Interesse halber 
wurden mit denselben Reagentien auch noch einige andere 
Nikotinséurederivate gepriift (nattirliches Arecolin, Arecaidin- 
Homologes,!) Hexahydrotrigonellin und Nikotinsaure selbst), mit 
der Absicht, somit ein Bild itiber das Verhalten der Nikotin- 
siurederivate im allgemeinen gegentiber diesen Reagentien zu 
gewinnen. Es zeigte sich, dai die verschiedenen Verbindungen 
gegentiber den Reagenzien, sich aéhnlich verhielten, daB aber Ni- 
kotinsaiure (n. b. die einzigste der untersuchten Verbindungen, 
welche am Stickstoff nicht alkyliert ist), gegeniiber alle den anderen 
deutliche Unterschiede aufwies, welche sich vornehmlich in 
dem Verhalten gegeniiber Briickschem Reagens, Jod-Jodkalium, 
Phosphorwolframsaiure und Kaliumplatin-Sulfocyanid zeigen. 

Auf Grund aller dieser Befunde kann kaum_ behauptet 
werden, dafi das erhaltene Reduktionsprodukt mit Arecaidin 
identisch war. Obwohl der Schmelzpunkt der Verbindung und 
diejenigen des Platin- und des Golddoppelsalzes mit den ent- 
sprechenden beim Arecaidin anniéhernd alle iibereinstimmen, 
waren doch beachtenswerte Unterschiede in den Krystallformen 
und Eigenschaften der Platindoppelsalze zu konstatieren. Die 
Schmelzpunkte allein kénnen hier nicht zur Identifizierung dienen, 
denn bekanntlich zeigen verwandte Nikotinsaurederivate hierin 
meistens grofe Ahnlichkeit. Fernerhin, obwohl das Reduktions- 





1) Chlorathylat der Nikotinsaure, welches mit Wasserstoff und Platin- 
katalyten geschiittelt worden war, bis es 4 Atome Wasserstoff absorbiert — 
hatte. Vgl. im Anhang zu dieser Arbeit. 
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produkt sich in seinem Verhalten gegeniiber vielen Alkaloid- 
reagentien kaum oder garnicht vom Arecaidin unterscheidet, 
so treten doch bei einigen Reagentien auch hier wieder ganz 
deutliche Unterschiede zutage, wie z. B. in dem Verhalten gegen- 
liber Phosphorwolframsiure, Wismut-Kaliumjodid, Meckes Re- 
agens, Molybdiinschwefelsiiure und Salpeterschwefelséure. Neben 
grofer Ahnlichkeit bestehen somit trotzdem deutliche Unter- 
schiede. Es ist wohl moéglich, daB ein dem Arecaidin isomeres 
Produkt entstanden ist, welches sich nur durch die Lage der 
Doppelbindung von demselben unterscheidet. Die minimale 
Ausbeute erlaubte keine weitere Untersuchung. 

Unter genau denselben Versuchsbedingungen wurden noch 
zwei Reduktionen in etwas kleinerem Mafstabe ausgefiihrt. Beide 
Male wurden nur Spuren der beschriebenen Verbindung erhalten. 
Wir sahen uns daher veranlaft, noch eine Anzahl von Reduk- 
tionsversuchen unter verdnderten Bedingungen auszufihren, 
welche hier jedoch nur kurz erwihnt seien. In einem Fall 
wurde mit der 8fachen Menge des bendétigten Zinns und Salz- 
siiure 5 Tage bei einer 50° nicht itiberschreitenden Temperatur 
auf dem Wasserbade reduziert. Wir erhielten in diesem Falle nur 
minimale Mengen eines in Chloroform und in Alkohol unloslichen 
yrauen Riickstandes, aus welchem keine Doppelsalze isoliert 
werden konnten. Auferdem wurde je ein Reduktionsversuch 
mit Natrium und Alkohol, und mit Natrium und Amylalkohol 
vorgenommen. Das Reduktionsgemisch wurde mit rauchender 
Salzsiure neutralisiert, Alkohol zugefiigt und dann Salzsauregas 
bis zur Siattigung eingeleitet. Das ausgeschiedene Kochsalz 
(welches keine organische Substanz enthielt) wurde abfiltriert, 
der Alkohol verdunstet, mit Phosphorwolframsiure gefallt und 
die Basen mittels Baryt gewonnen. Es gelang auch hier nicht, 
Arecaidin aus dem Basengemisch zu isolieren. 

Versuchsreihe: Durch Reduktion von Trigonellin 
mit Wasserstoff und Katalyten. Es war zu erwarten, 
dafi durch die leicht durchfiihrbare Reduktion einer L6sung von 
Trigonellin mit Wasserstoff und einem Platin-Katalyten die 
Anlagerung von 4 Wasserstoffatomen erzielt werden konnte. 
Ob hierdurch Arecaidin entstehen wiirde, war jedoch nicht 
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vorauszusehen. Uber die Methode siehe unter anderen Will- 
stitter.!) 

Das verwendete Trigonellinchlorhydrat war synthetisch 
aus Nikotin gewonnen worden und zeigte aus Alkohol um- 
krystallisiert den Schmelzpunkt 257—258°. Das Chlorhydrat 
wurde in mit Salzsiure angesduerter wisseriger Lisung mit 
Wasserstoff und Platin geschiittelt, und wurde die Reduktion 
unterbrochen, nachdem 4 Atome Wasserstoff absorbiert worden 
waren.?) Das durch Eindampfen der Fliissigkeit erhaltene Re- 
duktionsprodukt wurde zwecks Reinigung aus wisseriger LOsung 
mittels Alkohol gefillt. Das so erhaltene Chlorhydrat schmolz bei 
255—257° unter Aufschéumen und Zersetzung. Die Verbindung 
entfairbt Permanganatlosung, enthilt also noch Doppelbindung. 

0,1600 g gaben 0,1305 g AgCl 
Gefunden: 20,18 °/o Cl 
Berechnet C,H,,NO,HCI (Arecaidin)*): 20,00°/o Cl. 

Aus dem Schmelzpunkt des Chlorhydrates kann auch 
kein SchluB gezogen werden, da sowohl das Trigonellinchlor- 
hydrat wie das Arecaidinchlorhydrat (B. 40, S. 4712) bei 
257—258" schmelzen. 

Das Platindoppelsalz. Dieses Doppelsalz bildete sich 
beim Reduktionsprodukt nur in konzentrierter Loésung nach 
schwachem Erwiairmen. Aus Wasser krystallisiert es in ling- 
lichen Rhomben und Prismen, einzeln und zu Biischeln kon- 
zentrisch vereinigt. Es schmilzt unter Schiiumen, aber ohne 
Verkohlung bei 222—223°, 

0,1438 g vakuumtrocken gaben 0,0070 g H,O 
0,1368 g 110°-trocken gaben 0,0387 g Pt 
Gefunden: 28,29°o Pt 4,87°/o H,O 
Berechnet (C,H,,NO,HCI),PtCl, (Arecaidin): 2%,21°/o Pt 
2 Krystallwasser: 4,94°/o H,O. 





1) B. 41, 8S. 1475; B. 45, S. 1472. 

*) Wir beniitzten hierzu einen von uns konstruierten einfachen 
Apparat, welcher die Ablesung des absorbierten Wasserstoffs mit ge- 
niigender Genauigkeit gestattete. 

8) Tetrahydronikotinséure-Chlorhydrat (das entmethylierte Produkt) 
wurde enthalten 21,68 °/o Cl. Ein Mehr- oder Mindergehalt einiger Wasserstoff- 
atome wiirde auf den Chlorgehalt keinen merklichen Unterschied ausiiben. 
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Die Bestimmung gibt natiirlich keinen Aufschlu8 tiber 
die Natur des Reduktionsproduktes. Auch sagt der gefundene 
Schmelzpunkt wenig, denn er liegt sowohl demjenigen des Trigo- 
nellindoppelsalzes (216-- 218°, Arch. Pharm. Bd. 229, S. 686), 
sowie demjenigen des Arecaidins (225—226°, Wohl, B. 40, 
5. 4712) auferst nahe. Auffallend ist jedoch, daB® das Platin- 
doppelsalz des Arecaidins (Wohl, 1. c.), im Gegensatz zu dem 
hier vorliegenden, in «prachtvollen gelben Oktaedern» kry- 
stallisiert, welche wasserfrei sind, wahrend das unsrige 2 Mole- 
kile Krystallwasser enthielt. Auch das Trigonellinplatindoppel- 
salz krystallisiert wasserfrei. 

Das Golddoppelsalz. Dieses Salz entsteht sogleich 
auf Zusatz von Goldchlorid und stellt, aus verdiinnter Salz- 
siiure umkrystallisiert, gelbe, haardiinne Nadeln vor, welche 
sich zum Teil zu Biischeln vereinigen. Aus stark konzentrierter 
Lésung bildet es prismatische Nadeln und Prismen. Der 
Schmelzpunkt (unscharf) wurde bei 190—193° gefunden. 

Die freie Base. Die Base wurde aus dem Chlorhydrat 
mittels Silberoxyd hergestellt. Beim Verdunsten der wdsserigen 
Lésung hinterblieb ein gelblich gefiirbtes Ol. Nur sehr langsam 
bildeten sich sehr kleine prismatische Nadeln, welche teilweise 
konzentrisch zu Biischeln und teilweise parallel aneinander 
gelagert waren. Durch starkes Einengen einer alkoholischen 
Losung wurde die Base auch in der Form von ganz diinnen 
viereckigen Pliattchen erhalten. Da die Base nicht ohne stets 
anhaftendes O] erhalten werden konnte, wurde keine Schmelz- 
punktsbestimmung gemacht. Die Base ist in Wasser leicht, 
in Alkohol schwerer und in Ather sehr schwer léslich. An 
die Méglichkeit einer oxydierenden Wirkung des Silberoxyds 
denkend, wurde die Base in einem anderen Fall mittels Phos- 
phorwolframséure aus dem Chlorid hergestellt, doch war das 
Ergebnis dasselbe wie mittels Silberoxyd. 

Der Methylester des Reduktionsproduktes. Aus 
den vorgenannten Ergebnissen ist nicht ersichtlich, ob bei der 
Reduktion des Trigonellins Arecaidin entstanden war. Daher 
wurde das Reduktionsprodukt mit Methylalkohol und Salzsaure 
verestert, denn wenn es mit Arecaidin identisch ware, so 
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mii®te der Methylester mit Arecolin identisch sein. Das Chlor- 
hydrat des Veresterungsproduktes wurde als helles (! erhalten, 
indem es mittels Ather ausgefallt wurde. Selbst bei starker 
Kihlung krystallisierte dieses Ol nicht. Arecolin-Chlorhydrat?) 
hingegen ist krystallinisch und schmilzt bei 157°. 


Das Golddoppelsalz. Dieses Doppelsalz des Methyl- 
esters bildet sich leicht und stellt, aus verdiinnter Salzsiure 
umkrystallisiert, feine Nadeln vom Schmelzp. 134—135° vor. 
Hierzu sei bemerkt, dafi das Golddoppelsalz des Arecolins da- 
durch charakterisiert ist, daB es ein nicht erstarrendes Ol 
vorstellt. Hierin liegt somit ein deutlicher Beweis, da8 unser 
Reduktionsprodukt mit Arecaidin nicht identisch ist. 

0,2001 g gaben 0,0886 g Au. 0,2678 g gaben 0,1925 g CO, und 0,0527 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,—HCI—AuCl, (Arecolin oder Isomeres): 
39,82°%o Au 19,4 % C 2,8°%o H 

Gefunden: 39,80°/o Au 19,60°/o C 2,2% H. 

Das Platindoppelsalz. Dieses Doppelsalz wurde aus 
Wasser umkrystallisiert in der Form von bei 192—193° 
schmelzenden dicken Nadeln erhalten, wohingegen das Platin- 
doppelsalz des Arecolins rhombische Krystalle bildet, welche 
unter Aufschaumen bei 176° schmelzen. 


Das N-Monomethylderivat des Reduktionspro- 
duktes. Dieses Derivat wurde hergestellt, um einen Ver- 
gleich desselben mit dem entsprechenden Arecaidinderivat, 
dem Arecaidin-Methylbetain,?) médglich zu machen. Zu diesem 
Zweck wurde 1 g der Base mit 1 Aquivalent Jodmethyl und 
etwas Methylalkohol zwei Stunden im Rohr auf 140—150° 
erhitzt. Das gebildete Jodmethylat wurde in das Chlormethylat 
iibergefiihrt, und daraus wurde das Platindoppelsalz dargestellt. 
Der Analyse zufolge war das Monomethylderivat entstanden. 

0,1658 g gaben 0,00000 g H,O und 0,0452 g Pt. 
Gefunden : 27,25 °/o Pt 
Berechnet (C,H,,NO,HCI),PtCl,: 27,11 °/o Pt.%) 





1) Arceolinchlorhydrat gewannen wir in quantitativer Ausbeute 
durch Verestern von Arecaidin aus Arecaniissen. 

*) Willstatter, B. 35, S. 615. 

8) Arecaidin-Methylbetain oder isomere Verbindung. 
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Aus Wasser krystallisiert das Doppelsalz in Formen, 
welche eine Kombination von Oktaeder und Hexaeder vor- 
stellen. Es schmilzt bei 254° unter Zersetzung. Mit dem 
entsprechenden Doppelsalz des aus natirlichem Arecaidin 
hergestellten Methylbetains verglichen,!) zeigte diese Verbin- 
dung sich somit hinsichtlich Schmelzpunkt, Krystallform usw. 
als absolut tibereinstimmend, und sei ausdriicklich hervorge- 
hoben, daB der Mischschmelzpunkt sich auch als 254° her- 
ausstellte. 

Das Golddoppelsalz krystallisiert aus verdiinnter Salz- 
siure in kurzen dicken Prismen, welche unscharf bei etwa 
225—230° schmelzen. Dieses Doppelsalz weicht somit in der 
Krystallform stark von dem entsprechenden des Arecaidin- 
Methylbetains ab, denn letzteres erhielten wir ausnahmslos in 
kleinen diinnen Schuppen oder Blattchen, welche sich jeweils zu 
immer wieder rechtwinklig abzweigenden, astartigen, gréferen 
Gebilden vereinigt hatten. Auch nach Willstatter krystalli- 
siert dieses Golddoppelsalz in «Blittchen». | 

Das Pikrat krystallisierte aus Wasser in konzentrisch ver- 
einigten Nadeln, wiihrend wir beim Pikrat des Arecaidin-Methyl- 
betains rhombenformige Pliittchen erhielten. Das Quecksilber- 
salz aus Wasser umkrystallisiert schmilzt bei 205 —208 °, wohin- 
gegen dasjenige des Arecaidin-Methylbetains bei 174—176° 
schmolz. 

Obwohl aus dieser Untersuchung hervorgeht, daB zwischen 
dem von uns erhaltenen Reduktionsprodukt des Trigonellins 
und dem natiirlichen Arecaidin in mancher Beziehung grofe 
Ahnlichkeit besteht (vgl. die Platin- und Golddoppelsalze des 
Reduktionsproduktes, und vornehmlich das Platindoppelsalz 
dessen N-Monomethylderivates), so wurden doch bei anderen 
Derivaten (vgl. unter anderem das Gold- und das Platin- 
doppelsalz vom Monomethylester des Reduktionsproduktes) deut- 
liche und ausschlaggebende Unterschiede verzeichnet, welche 





1) Das Arecaidin-Methylbetain stellten wir aus Arecaidin (bzw. aus 
Arecolin) dar, nach den Angaben von Willstitter, B. 30, S. 729 und 
B. 36, S. 615. Willstaitter beschreibt genanntes Platindoppelsalz aller- 
dings als «Tafelchen von spitzer Rhombenform>. 
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entschieden beweisen, dafi das Reduktionsprodukt mit Arecaidin 
doch nicht identisch ist. 

Es ist auch von einigem Interesse festzustellen, dab das 
hier durch Reduktion des Trigonellins erhaltene Produkt nicht 
mit der Base identisch ist, welche wir beim Durchfiihren der 
Jahnschen Synthese (siehe oben) erhielten, was schon aus 
der verschiedenen Léslichkeit der beiden Basen selbst hervor- 
geht, denn wiéhrend die erstere in Alkohol sich immerhin ganz 
gut list, ist die letztere (vergleiche deren Darstellungsmethode, 
Jahnsche Synthese) darin praktisch unléslich. Diese Ver- 
schiedenheit wird ferner durch die sich unterscheidenden Eigen- 
schaften der Platin- und der Golddoppelsalze bestatigt. 

Es sei ferner bemerkt, daB Vorversuche tiber den gleichen 
Gegenstand (im hiesigen Laboratorium durch Herrn Dr. Hinsler 
ausgefitihrt) die Ergebnisse unserer Versuche bestiatigen. 


Anhang. 

Die Nikotinsiure, welche im Laufe dieser Arbeit zur 
Benutzung gelangte, wurde, wie bemerkt, nach dem Verfahren 
von Pictet und Sufdorf durch Oxydation von Nikotin her- 
gestellt. Hierzu sei bemerkt, daf wir bei der Herstellung 
jeweils ein krystallinisches, aber bisher nicht naher untersuchtes 
Nebenprodukt erhielten. Trigonellin stellten wir durch Methy- 
lierung der Nikotinséure dar, und zwar sowohl mit Jodmethyl 
wie mittels Methylsulfat. 

Es wurden 10g Nikotinséure mit 12 g Jodmethyl und 
etwas Alkohol drei Stunden im Rohr auf 150° erhitzt. Das 
durch Alkohol gereinigte Reaktionsprodukt wurde mit Silber- 
oxyd geschiittelt, iiberschiissiges Silber ausgefiillt, und das 
Filtrat mit Salzsiure eingedampft. Das erhaltene Chlorhydrat 
wurde aus Alkoho! gereinigt und zeigte dann den Schmelzp. 
257—258°. Ein anderes Mal wurden je ein Molekiil Nikotin- 
siure und Dimethyisulfat unter Riihren zusammen auf 120—140° 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde in Wasser geldst, mit 
Baryt neutralisiert, filtriert, und nach Entfirbung mittels Tier- 
kohle mit Salzsiiure eingedampft. Das Produkt zeigte sich 
mit dem oben genannten identisch. 
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Hexahydrotrigonellin. Trigonellin wurde durch Schiit- 
teln mit Wasserstoff und einem Platin-Katalysator vollstandig 
reduziert. In wisseriger LOsung reduziert, nahmen 3 g des 
Chlorhydrates sehr bald die nétigen 0,103 g Wasserstoff auf, 
worauf die Absorption aufhérte. Das Reduktionsprodukt ent- 
farbt Permanganatlésung nicht. Der Verdampfungsriickstand 
obiger Losung (eine sirupOse Masse, welche wenig Tendenz 
zum Krystallisieren zeigte) wurde gereinigt, indem wiederholt 
mit Aceton verrieben, erhitzt und extrahiert wurde. Das so 
gereinigte Chlorhydrat bestand aus einer rein weifen, kérnigen 
Masse und zeigte den Schmelzpunkt 175—178°. Analyse 
weiter unten. 

Das Platindoppelsalz wurde aus Wasser feinkrystallinisch 
erhalten. Schmelzpuukt desselben ist 216° mit Zersetzung. 
Das Golddoppelsalz bildete sich etwas schwerer. Es zeigte den 
Schmelzpunkt 158—159°. Nach diesen Befunden liegt somit 
Hexahydrotrigonellin vor. ')?) 

Versuch: Veresterung von Hexahydrotrigonellin. 
Trockenes Hexahydrotrigonellin-Chlorhydrat wurde in der iib- 
lichen Weise durch Einleitung von Salzsauregas in eine trockene 
methylalkoholische L6sung (Erwarmen, Wiedereinleitung, Stehen 
usw.) zwecks Veresterung behandelt. Ein Teil des Alkohols 
wurde dann abgedampft, und der Rest im Exsikkator entfernt. 
Es hinterblieb eine wachsartige Masse, welche durch wieder- 
holte Extraktion mit Aceton gereinigt wurde. Die so erhaltene 
weibe kérnige Substanz zeigte den Schmelzp. 175—178°, und 
wurde die anscheinende Identitéat mit dem Ausgangsmaterial 
durch die Analyse bestatigt. 

0,2899 g gaben 0,2296 g AgCl. 


Gefunden : 19,57 °/o Cl 
Berechnet fiir C;H,,NO,—HCl (Hexahydrotrigonellin): 19,75 °/o Cl 
C.H,,NO,—HCI (der Methylester) : 18,32 %o Cl. 





1) Arch, d. Pharm., Bd. 229, S. 686 (Jahns). 

*) K. Hef und Leibbrandt, B. 50, S. 388, stellten Hexahydro- 
trigonellin dar, indem sie Nikotinséure durch Schiitteln mit Wasserstoff 
und Platin reduzierten und nachtraglich die Methylgruppe anlagerten. Sie 
isolierten in Form des Methylesters und beschreiben vornehmlich dieses 


Derivat. 
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Das Chlorhydrat ist in Chloroform, Benzol, Ather und 
Aceton schwer loslich. Die Untersuchung der Platin- und 
Golddoppelsalze bestatigte fernerhin den Befund, daB eine 
Veresterung nicht stattgefunden hatte. Es fallt auf, da 
HeB und Leibbrand hingegen ihr Produkt verestern konnten, 
was sie dadurch bewerkstelligten, daf sie die im Hoch- 
Vakuum Uber Phosphorpentoxyd getrocknete Verbindung 
24 Stunden mit methylalkoholischer Salzsiiure am RiickfluB- 
kiihler kochten. Wir hingegen hatten in methylalkoholische 
Lisung 3 Stunden trockene Salzsiaure eingeleitet, dann 45 Mi- 
nuten auf 40—50° erhitzt, 12 Stunden stehen lassen, und 
dann nochmals 2 Stunden lang Salzsdure eingeleitet und wieder 
5 Stunden stehen lassen. Es scheint somit, daf das Hexa- 
hydrotrigonellin sich nur unter den erstgenannten Bedingungen 
verestern lift. Daher versuchten wir noch zweimal nach der 
von uns eingeschlagenen Methode zu verestern, und zwar unter 
absolutem Ausschluf von Feuchtigkeit. Beide Male fand keine 
Veresterung statt, was aus den Eigenschaften der isolierten 
Platin- und Golddoppelsalze hervorgeht. Das Platinsalz zeigte 
den Schmelzpunkt 216°, das Golddoppelsalz 158°. Die ent- 
sprechenden Doppelsalze des Hexahydrotrigonellins haben die 
nimlichen Schmelzpunkte (Arch. f. Pharm., Bd. 229, 5S. 686.), 
wihrend das Golddoppelsalz des Esters (Hei und Leib- 
brandt) bei 105° schmilzt. 

Arecaidin-Athylhomologes. Dieses Homologe (oder 
Isomere) wurde erhalten, indem 20 g Kaliumnikotinat mit 39 g 
Jodathyl (2 Mol.) und etwas Alkohol 7 Stunden auf 150° 
erhitzt wurden. Das Reaktionsgemisch, eine dunkle schmierige 
Masse, wurde in Wasser geldést, die Lésung filtriert, mit 
Ather ausgeschiittelt, und die dunkle Lésung 2 Tage mit Chlor- 
silber geschiittelt. Die Lésung des Chlorids wurde zur Trockene 
verdampft, und der Riickstand mit Alkohol ausgezogen. Das 
gereinigte Chlorid besteht aus Nadeln vom Schmelzpunkt 238°. 
Das Chlorid wurde nun durch Schiitteln mit Wasserstoff und 
einem Platin-Katalyten reduziert, bis 4 Atome pro Moleki 
absorbiert worden waren. Das Chlorid dieses Reduktions- 


produktes zeigte den Schmelzpunkt 230—231°. 
13* 
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Berechnet fiir C,H,,NO,—Cl: C 50,40°%o H 6,82 %/o 
Gefunden: C 50,90°/o H 5,50 %o. 


Es wurde ferner versucht, dieses Produkt mit Salzsdure 
und Methylalkohol zu verestern, aber es wurde das Ausgangs- 
material unverestert zuriick erhalten. Einige Angaben iber 
das Verhalten dieser Verbindung gegentiber Alkaloidreagentien 
befinden sich in einer tabellarischen Zusammenstellung solcher 
Reaktionen auf Seite (174 u. 175). 





























Uber den Zuckerstoffwechsel der nervésen Zentralorgane. 


Von 


Else Hirschberg und Hans Winterstein. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, Juli 1917.) 


I. Versuche am isolierten Froschriickenmark. 


Das Bestehen eines intensiven respiratorischen Gaswechels, 
iiber den wir durch eine Reihe hauptséchlich aus dem hiesigen 
Institute hervorgegangener Arbeiten einigermafen orientiert 
sind, und die Tatsache einer Saéurebildung bei unzureichender 
Sauerstoffversorgung ist das einzige, was wir bisher iiber den 
Stoffwechsel der nervésen Zentralorgane wissen. Ein Versuch, 
unsere Kenntnisse hiertiber an hoheren Tieren und unter den 
normalen Bedingungen der Blutversorgung zu erweitern, be- 
gegnet aus naheliegenden Griinden vorliufig wohl untiberwind- 
lichen Schwierigkeiten; das isolierte Froschriickenmark, dessen 
Uberlebensbedingungen uns durch zahlreiche Untersuchungen 
gentigend bekannt sind, bleibt zunichst das einzige Objekt, 
das eine weitere Verfolgung dieser von verschiedenen Gesichts- 
punkten aus sicher sehr bedeutungsvollen Probleme ermdglicht. 
Die neueren analytischen Methoden sind zum Teil ausreichend 
genau, um trotz der Kleinheit des Organs eine Inangriffnahme 
anderweitiger Stoffwechselversuche nicht aussichtslos erscheinen 
zu lassen. Und so soll in der folgenden Mitteilung zunachst 
die Frage untersucht werden, ob und in welchem Umfange 
unter verschiedenen Bedingungen das isolierte Froschrticken- 
mark Traubenzucker in der umgebenden Lésung umzusetzen 
vermag. 

Methodik. Die Versuche wurden in der Weise an- 
gestellt, daf 2 oder 3 isolierte Froschriickenmarke fiir langere 
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Zeit in eine kontinuierlich von Sauerstoff durchstrémte Koch- 
salzlésung eingelegt wurden, die etwas Traubenzucker enthielt. 
Am Ende des Versuches wurde in Proben der Zuckergehalt 
sowohl der Losung, in der das Organ verweilt hatte, wie der 
(gleichfalls mit Sauerstoff gesattigten) urspriinglichen Lésung 
nach der Bertrandschen Methode') bestimmt, unter Verwen- 
dung von "®/100-KMnO, zur Titration. Aus der Differenz des 
Zuckergehaltes beider Losungen ergab sich der Zuckerverbrauch, 
der auf 1 g Substanz und 24 Stunden umgerechnet wurde. 
Bei den (in weitaus den meisten Versuchen ausgefiihrten) 
Doppelbestimmungen der gleichen Lésung ergab sich als grifite 
Differenz 0,05 cem KMnO,. Da die ganze Differenz bei den 
Stoffwechselversuchen meist nur wenige Zehntel Kubikzenti- 
meter ausmachte, so waren die absoluten Werte des Zucker- 
verbrauches allerdings einem betrdachtlichen Fehler ausgesetzt, 
der unter Umstiinden 20 und mehr Prozent betragen konnte; 
die ausgezeichnete Ubereinstimmung der Versuche unterein- 
ander aber beweist, dafi die auf die Beeinflussung des Zucker- 
umsatzes durch die verschiedenen Faktoren gezogenen Schluf- 
folgerungen als absolut zuverlissig betrachtet werden kénnen. 

Einflu8 der GefaiBhaut. Es zeigte sich, daf das in 
der gewohnlichen Weise®) praparierte, von seiner Gefaéfhaut 
(Pia mater -++ Arachnoidea) umbhiillte Riickenmark innerhalb 
24 Stunden eine zwar deutliche, aber doch nur sehr geringe 
Glykolyse aufweist. Nun wissen wir durch die Untersuchungen 
Ungers,*) dai zwar die Gewebselemente des Rtickenmarks 
selbst fiir die verschiedensten Stoffe frei durchgingig zu sein 
scheinen, daf aber die GefaiShaut merkwiirdigerweise die Eigen- 
schaften einer semipermeablen Membran besitzt, die man auf 
Grund der Untersuchungen am Froschmuskel als eine all- 





') Vgl. Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, 
Bd. 2, S. 181. 

*) Vgl. H. Winterstein, Uber den Mechanismus der Gewebsatmung. 
Zeitschr. f. allg. Physiol., Bd. 6, S. 315 (1907). 

5) R. Unger, Untersuchungen iiber den Einfluf von anorganischen 
Lisungen auf die Oxydationsprozesse usw. Biochem. Zeitschr., Bd. 61, 
S. 103 (1914). — Uber physikalisch-chemische Eigenschaften des isolierten 
Froschriickenmarks und seiner Gefafihaut. Ebenda, Bd. 80, S. 364 (1917). 
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gemeine Eigenschaft aller Zellen aufzufassen geneigt war. 
Dies legte den Gedanken nahe, daf das Riickenmark unter 
den gegebenen Bedingungen aus rein duferen Griinden nur 
wenig Zucker umzusetzen vermag, weil dieser an den von 
der GefaBhaut umhiillten Teilen nicht oder nur in sehr geringem 
MaBe eindringen kann und daher im wesentlichen bloB den 
freiliegenden Partien der Rautengrube und des Querschnittes 
durch das Kopfmark ausreichend zuginglich ist. Das Experi- 
ment bestiatigte diese Vermutung in vollstem Umfange: Wurden 
nimlich zu den Versuchen Riickenmarke verwendet, bei denen 
die Gefé&haut abgezogen worden war, so stieg der Zucker- 
verbrauch auf das Mehrfache. So betrug er bei Zimmer- 
temperatur in zwei Versuchen mit zwei bezw. drei Riticken- 
marken ++ Gefifhaut innerhalb der ersten 24 Stunden 1,2 mg 
pro 1g Substanz, wihrend er in einer Reihe von Versuchen 
mit piafreien Riickenmarken unter sonst gleichen Bedingungen 
3,6—4,5 mg betrug. Noch deutlicher tritt der EinfluB der Ge- 
faBhaut zutage, wenn man an einunddenselben Priparaten 
den Zuckerverbrauch vor und nach Entfernung der Pia unter- 
sucht. Hierzu ist es aber zuniachst erforderlich, den EinfluB 
kennen zu lernen, den die Versuchsdauer auf die Gréfe 
der Glykolyse ausiibt. 

Wie von vornherein zu erwarten war, sinkt der Zucker- 
verbrauch mit der Versuchsdauer allmdhlich ab: Zwei (pialose) 
Riickenmarke, die innerhalb der ersten 24 Stunden einen Zucker- 
verbrauch von 4,5 mg pro 1 g Substanz aufgewiesen hatten, 
verbrauchten am 2. Tage nurmehr 2,0 mg, und am 3. Tage 
fiel der Zuckerverbrauch in die Fehlergrenzen der Methodik. 
Ein groBes Froschriickenmark verbrauchte am 1. Tage 4 mg, 
am 2. Tage 2,4 mg pro 1g Substanz. Der Versuchsdauer 
nach hiatten mithin auch die urspriinglich in ihrer GeféiShaut 
untersuchten Priiparate nach Entfernung derselben eine Ver- 
minderung der Glykolyse zeigen miissen. In Wirklichkeit 
aber war gerade das Umgekehrte der Fall. Die drei Riicken- 
marke, die innerhalb der ersten 24 Stunden in ihrer Piahiille 
nur 1,2 mg pro 1 g umgesetzt hatten (s. 0.), verbrauchten nach 
Entfernung derselben am 2. Tage 3,3 mg, und in ganz der 
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gleichen Weise betrug der Zuckerverbrauch von 2 anderen 
Riickenmarken in ihrer GeféShaut am 1. Tage 1,2 mg, am 
2. Tage nach Entfernung derselben 3,1 mg pro 1 g Substanz; 
am 3. Tage war auch hier der Zuckerverbrauch so weit ge- 
sunken, dafi er nicht mehr mit Sicherheit nachgewiesen werden 
konnte. 

Die Feststellung des Einflusses, den die GefaBhaut auf 
die Grofe der Glykolyse ausiibt, stellt einen neuen tiberzeugen- 
den Beweis fiir die Richtigkeit der Ergebnisse dar, zu denen 
Unger (a. a. O.) auf verschiedenen Wegen beziiglich der eigen- 
artigen physikalisch-chemischen Eigenschaften dieses Gebildes 
gelangt ist. Der Umstand, daB die zundchst in ihrer Piaum- 
hiillung untersuchten Riickenmarke nach Entfernung der Pia 
am 2. Tage einen grOferen Zuckerverbrauch aufwiesen als die 
von vornherein der Pia beraubten (3,3 bezw. 3,1 mg gegen- 
liber 2,4 bezw. 2,0), diirfte seine Erklarung darin finden, daB die 
von Unger beschriebene Quellung des pialosen Riickenmarks 


in isotonischen Lésungen den Zuckerumsatz beeintrichtigt. 

Diese Quellung verdient auch noch in anderer Hinsicht Beriick- 
sichtigung: Zu jedem Versuch wurden im allgemeinen 2 oder 3 Riicken- 
marke verwendet, deren Préparation 30—40 Minuten Zeit erforderte. Die 
zuerst entnommenen Organe wurden anfanglich bis zu der nach Beendigung 
der ganzen Priparation erfolgenden Wagung in physiologischer Kochsalz- 
ldsung aufbewahrt. Es zeigte sich, daf§ schon wahrend dieser Zeit eine 
deutliche Wasseraufnahme stattfindet, sodafs sich ein zu grohes Gewicht und 
bei der Umrechnung des Zuckerverbrauches auf die Gewichtseinheit da- 
her ein etwas zu geringer Wert ergibt. In den spateren Versuchen wurde 
diese Fehlerquelle durch Aufbewahren der Riickenmarke in einer feuchten 
Kammer vermieden, in der auch die Wagung erfolgte. Auf dieses vor 
Beginn des Versuches ermittelte Anfangswicht wurden alle Daten bezogen. 


Methodik des Abpradparierens der GefaéBShaut. 
Nachdem einmal der hindernde Einflu8 der Gefaé®haut auf die 
Zuckerversorgung festgestellt war, wurden alle folgenden Ver- 
suche an pialosen Riickenmarken ausgefiihrt. Dies hat freilich 
auSer der schon erwiéhnten Quellung den Nachteil, daf die 
Entfernung der GefaBhaut nicht ohne erhebliche Schadigung 
des Organs zu bewerkstelligen ist, iiber deren GroBe kein Auf- 
schlu8 auf funktionellem Wege gewonnen werden kann, da mit 
der GefiiShaut auch alle Nervenwurzeln entfernt werden, sodaB 
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eine Untersuchung der Erregbarkeit nicht moéglich ist. Immer- 
hin werden die folgenden Versuche zeigen, dai diese Schidi- 
gung keine derartige ist, da die die Funktion beeinflussenden 
Faktoren ihre Wirkung auf die Zuckerzersetzung verlieren 
wiirden. Die zuerst von Unger (a. a. O.) ausgefiihrte Operation 
des Abziehens der Pia erfordert gewisse Ubung, wenn sie 
einigermafien schonend erfolgen soll. Sucht man an dem 
in der gewoOhnlichen Weise freigelegten Riickenmark die Ge- 
fifhaut zu entfernen, so geht dies meist nicht ohne stellen- 
weise Zerreibungen der weifen Substanz ab, da die Pinzetten 
keinen geeigneten Halt finden. Am besten hat sich schlieblich 


das folgende Verfahren bewdhrt: 

Der Schnitt zur Dekapitation des Frosches wird etwas hoher als 
gewohnlich gefiihrt, sodaf$ er nicht an den oberen Rand des Kopfmarkes 
fillt, sondern noch einen Teil des Mittelhirns mit ihm in Verbindung lift. 
Dann wird das Riickenmark durch Abtragung der Wirbelbogen von der 
dorsalen Seite freigelegt, der das Mittelhirn tiberdeckende hinterste Ab- 
schnitt der Schaidelkapsel aber noch nicht entfernt, damit das Riicken- 
mark an seinem obersten Ende festgehalten wird. Hierauf wird der unterste 
Teil desselben nach Entfernung der Dura mater mit einer Pinzette gefaht 
und die Cauda equina herausgezogen, die nun als Handhabe fiir die 
weitere Praparation dient. Das an ihr leicht in die Héhe gehaltene 
Riickenmark wird durch von unten nach oben fortschreitende Durch- 
schneidung aller Nervenwurzeln jetzt auch von der ventralen Seite frei- 
gelegt, sodafs es nurmehr mit dem Mittelhirnabschnitt am Korper fest- 
haftet. Jetzt wird mit einer ganz feinen Pinzette die Gefafhaut entfernt, 
indem die am weitesten nach unten gelegenen Nervenwurzeln gefaft und 
in der Richtung nach dem Kopfende gezogen werden, wobei meist um- 
fangreiche Abschnitte der Pia in einem Zuge sich loslésen. Nach Ent- 
fernung der Hauptteile werden die noch zuriickgebliebenen kleineren Stiicke 
sehr vorsichtig gefaSt und nach der einen oder anderen Richtung ab- 
gezogen, bis das Riickenmark in seiner ganzen Ausdehnung rein weih 
erscheint. Erst dann wird der noch stehen gebliebene Teil der Schidel- 
kapsel mit der Knochenzange abgetragen, das Riickenmark ganz heraus- 
gelést und die am Kopfende noch anhaftenden Teile der Gefafshaut ebenso 
wie die Mittelhirnreste entfernt. 


EinfluB der Temperatur. Zu der ersten Reihe von 
Versuchen wurde 0,7°/oige NaCl-Lésung verwendet, die 0,2 °/o 
Traubenzucker enthielt. Wie schon oben erwiahnt, sinkt in 
einer solchen der Zuckerverbrauch am zweiten Tage auf etwa 
die Hialfte ab und ist am dritten so weit reduziert, daf er 
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nicht mehr mit Sicherheit festgestellt werden kann, eine Beob- 
achtung, die wohl mit der Tatsache in Einklang steht, dai 
auch die Erregbarkeit des isolierten Froschriickenmarks bei 
Zimmertemperatur nach langstens 48 Stunden erloschen zu 
sein pflegt (vgl. Winterstein, a. a.0O.). Dieses Absinken der 
Glykolyse mit der Versuchsdauer, sowie-die Feststellung, da8 
die nach Entfernung der Rtickenmarke zuriickbleibende Lésung 
keine Zuckerzersetzung mehr zeigt, beweisen klar, daf ein 
Mitwirken irgendwelcher bakterieller Tatigkeit keine Rolle 
spielen kann. 

AuBer der Versuchsdauer ist weiter von Einflu8 die Tem- 
peratur. Wie zu erwarten, steigt der Zuckerverbrauch mit 
Erhdhung der Temperatur, doch scheint der Temperaturkoeffi- 
zient nicht sehr grof zu sein. Wahrend der Zuckerverbrauch 
in 5 Versuchen bei gewohnlicher Temperatur (18 —18°; inner- 
halb dieser Grenzen fallt der Einflu8 der Temperatur in die 
individuellen Schwankungen) 3,6—4,5, im Mittel 4,0 mg pro 
1 ¢ Substanz und 24 Stunden betrug, verbrauchten zwei bei 
4—6° gehaltene Rickenmarke nur 2,9, zwei bei 24° gehaltene 
dagegen 6,3 mg in Liésungen von gleichem Zuckergehalt. 

Einflu8 der Sauerstoffzufuhr. Um den EinfluB der 
Sauerstoffzufuhr festzustellen, wurde in einem Versuche durch 
die drei Riickenmarke enthaltende Lésung statt Sauerstoff 
wihrend 8 Stunden Stickstoff (der einen ganz geringen Pro- 
zentsatz Sauerstoff enthielt) durchgeleitet. Der Zuckerverbrauch 
(bezogen auf 1 g und 24 Stunden) betrug nur 2,7 mg, zeigte 
aber auch bei nachfolgender Sauerstoffzufuhr wiahrend 16 
Stunden keine Steigerung mehr (2,2 mg pro 1 g u. 24 Stunden), 
wiederum in Einklang mit der Tatsache, daf auch die Erreg- 
barkeit nach Erstickung nur wiederkehrt, wenn die Sauerstoff- 
zufuhr rechtzeitig (nach etwa 2 Stunden) wiederhergestellt 
wird.’ Fiir den Zuckerverbrauch konnte ein derartiger Er- 
holungsversuch nicht angestellt werden, weil die in 2 Stunden 
zersetzte Menge zu gering ist, um gemessen werden zu 
kOnnen. 

EinfluB8 der Narkose. Eine gréBere Zahl von Experi- 
menten wurde der Untersuchung solcher Faktoren gewidmet, 
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welche die Erregbarkeit der Nervenzentren beeinflussen, um 
auf diese Weise mit Sicherheit feststellen zu kénnen, daf es 
sich beim Zuckerverbrauch des iiberlebenden Riickenmarks um 
einen mit den funktionellen Lebensvorgiingen auf das engste 
verkniipften Prozef handelt. Solche Faktoren sind die Narkose 
einerseits und die Reizung anderseits. 

Als Narkotika dienten Athylurethan und Athylalkohol, 
deren Wirkung auf die Erregbarkeit und den Sauerstoffverbrauch 
des isolierten Froschriickenmarks von friiheren Versuchen !) 
her genau bekannt war. Zur sicheren Feststellung ihres Ein- 
flusses wurde der Zuckerverbrauch an denselben Priparaten 
erst in Narkose und dann unter normalen Bedingungen unter- 
sucht. Zur Urethannarkose diente 0,7°/oige NaCl-Lésung, die 
auBer dem gewOhnlichen Zuckergehalt noch einen solchen von 
1 Vol.-Proz. Urethan aufwies. In zwei Versuchen wurden je 
zwei Riickenmarke erst 24 Stunden lang in dieser Lésung 
belassen und dann in die gewohnliche Lésung iibergefiihrt. Der 
Zuckerverbrauch betrug in Narkose 1,7 bezw. 1,5 mg pro 1 g 
und wiéhrend der darauffolgenden 24 Stunden unter normalen 
Bedingungen 2,8 bezw. 2,5 mg. Die Glykolyse war also trotz 
der langen Versuchsdauer nach der Narkose immer noch 
bedeutend héher als wihrend der Narkose, in der sie unter 
Zugrundelegung des normalen Mittelwertes von 4 mg eine 
Verminderung um rund 60°/o erfahren hatte. Noch stirker 
war die Herabsetzung unter dem EinfluB des Alkohols in der 
die Erregbarkeit aufhebenden Konzentration von 4 Vol.-Proz. 
Da der Alkohol viel schédlicher wirkt, wurden die Versuche 
nicht tiber so lange Zeit ausgedehnt, sondern in einem Ver- 
suche drei Riickenmarke erst 8 Stunden in der Alkohollésung 
und dann 16 Stunden unter gewodhnlichen Bedingungen, in 
einem zweiten Versuche zwei Riickenmarke erst 16 Stunden 
in der Alkoholldsung und dann 8 Stunden in normaler Lésung 
untersucht. Im ersteren Falle sank der Zuckerverbrauch in 
den 8 Stunden unter die Grenze der Feststellbarkeit, im zweiten 
auf 2/3 mg in den 16 Stunden (oder 1 mg in 24 Stunden); die 





') H. Winterstein, Beitrage zur Kenntnis der Narkose. II. Mit- 
teilung. Biochem. Zeitschr., Bd. 61, S. 81 (1914). 
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in der darauffolgenden Erholung beobachteten Werte betrugen 
2.5 bezw. 2,6 mg pro 1 g und 24 Stunden. — Es ist bemerkens- 
wert, dafi das Urethan, das nach friiheren Erfahrungen (a. a. O.) 
in der verwendeten Konzentration blof die sensiblen und nicht 
die motorischen Mechanismen laihmt, den Zuckerverbrauch 
nicht so stark herabsetzt, wie 4°/oiger Alkohol, der die Funk- 
tionen beider aufhebt. Wéhrend so eine véllige Uberein- 
stimmung in der Beeinflussung von Zuckerumsatz 
und Erregbarkeit besteht, gilt dies nicht in gleichem Mafe 
fiir die Beeinflussung des Sauerstoffverbrauches, der unter der 
Einwirkung des Alkohols in der eben narkotischen Konzen- 
tration keine Herabsetzung, sondern sogar eine leichte Stei- 
gerung erfahrt (vgl. Winterstein, a. a. 0O.). Wir werden 
auf die Bedeutung dieser Erscheinung noch zuriickkommen. 
Einflu8 der Reizung. Uberzeugender noch als die 
Narkoseversuche demonstrieren die Reizversuche den innigen 
Zusammenhang zwischen Zuckerverbrauch und Nervenfunktion. 
Die beiden ersten Versuche wurden in der Weise angestellt, 
daS in die gesamte Versuchszeit von 22 bezw. 24 Stunden eine 
5'/2—6 stiindige Reizungsperiode eingeschaltet wurde, wahrend 
welcher durch die je zwei Riickenmarke enthaltende Lésung 
die Einzelschlige eines Induktionsapparates hindurchgeleitet 
wurden, dessen primiérer Kreis durch eine Kontaktuhr 144 mal 
in der Minute unterbrochen wurde. Das Ergebnis war ein 
Zuckerverbrauch von 6,0 bezw. 5,3 mg pro 1 g und 24 Stunden, 
also eine bedeutende Steigerung gegeniiber dem normalen 
Mittelwerte von 4,0 und auch gegeniiber dem hoéchsten unter 
den gleichen Bedingungen beobachteten Ruhewerte von 4,5 mg. 
Viel drastischer aber gestalteten sich die folgenden Ver- 
suche, in denen der Zuckerverbrauch wahrend der Ruhe- und 
wiihrend der Reizungsperiode gesondert an denselben Pra- 
paraten untersucht wurde, und zwar so, daf immer die Ruhe- 
periode vorausging, sodaf die Versuchsdauer an sich nur eine 
Verminderung und nicht eine Steigerung des Zuckerumsatzes 
bewirken konnte. Zwei Riickenmarke von 140 mg Gewicht, 
die wiihrend einer 15stiindigen Ruheperiode 0,37 mg Zucker 
verbraucht hatten, verbrauchten in einer darauffolgenden 9 stiin- 
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digen Versuchszeit, innerhalb deren sie 5 Stunden hindurch mit 
44 kurzen tetanisierenden Reizen in der Minute gereizt wurden, 
0,50 mg, d. i. im ersteren Falle 4,2, im zweiten 9,6 mg pro 1 g 
und 24 Stunden, oder eine Steigerung des Zuckerverbrauches 
um rund 130°/o, ohne Beriicksichtigung der durch die Ver- 
suchsdauer an sich etwa herbeigefiihrten Abnahme der Glyko- 
lyse. In der gleichen Weise verbrauchten zwei Riickenmarke 
von 197 mg Gewicht in 16stiindiger Ruheperiode 0,47, in der 
darauffolgenden 8 stiindigen Reizungsperiode (35 kurzdauernde 
tetanisierende Reize pro Minute) 0,61 mg oder auf 1 g und 
24 Stunden berechnet 3,6 mg in der Ruhe und 9,2 mg wiahrend 
der Reizung, mithin eine Steigerung von tiber 155°/o. Das 
gleiche Verhalten war in einem dritten mit 0,5°/oiger Zucker- 
losung angestellten Versuche zu beobachten, in welchem der 
Zuckerverbrauch dreier 270 mg schwerer Riickenmarke wahrend 
des 8stiindigen Reizungsversuches mit 0,99 mg den in der vor- 
angehenden 16 stiindigen Ruheperiode festgestellten von 0,87 um 
130°/o tibertraf, indem er von 4,8 auf 11,0 mg pro 1 g und 
24 Stunden anstieg. 

Die Tatigkeit der Nervenzentren bedingt mithin 
eine ganz aufberordentliche Steigerung des Zucker- 
verbrauches, die das 1!/2fache des Ruhewertes betragen 
kann und noch weit tiber die in friiheren Versuchen') beob- 
achtete Steigerung des Sauerstoffverbrauches bei Reizung hin- 
ausgeht. 

EinfluB der Zuckerkonzentration. In dem letzter- 
wahnten mit 0,5°/oiger Zuckerlisung angestellten Reizversuche 
war nicht bloB der Reiz-, sondern auch der Ruhewert des Zucker- 
verbrauches betriichtlich héher als in allen vorangehenden Ver- 
suchen, in welchen eine 0,2°/oige Traubenzuckerlésung ver- 
wendet worden war. Dies veranlafte uns, den Einflu8 der 
Konzentration der Zuckerlésung auf die Gréfe des Zuckerum- 
satzes genauer zu untersuchen. Es ergab sich in der Tat, daB 
dieser ganz allgemein in einer 0,5°/oigen Lésung héher war 





') Vgl. H. Winterstein, Der respiratorische Gaswechsel des 
isolierten Froschriickenmarks, Zentralblatt f. Physiol., Bd. 21, S. 869 
(1908). 
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als in einer 0,2°/oigen, wie besonders deutlich aus denjenigen 
Versuchen hervorgeht, in welchen die Glykolyse zuerst in 0,2- 
und dann in 0,5°/oiger Lésung untersucht wurde. So betrug 
in einem Versuche der (stets auf 1 g und 24 Stunden berechnete) 
Zuckerverbrauch der Riickenmarke in 0,2°/oiger Lésung in den 
ersten 14 Stunden 4,1 mg und in den darauffolgenden 9 Stunden 
in 0,5°/oiger Losung 5,5 mg und in einem zweiten Versuche 
in 0,2°/oiger Lésung wahrend der ersten 8 Stunden 4,0 und 
in den darauffolgenden 15 Stunden in 0,5°/oiger Lésung 4,9 mg, 
zeigte also beide Male statt der sonst durch die Dauer des 
Versuches bedingten Abnahme eine Steigerung. Wéihrend sich 
in 0,2°/oiger Loésung als Mittel von 7 Versuchen der Wert von 
4,0 mg (3,6—4,5) ergeben hatte, berechnete sich als Mittel von 
7 mit 0,5°/oiger LOsung angestellten Versuchen 5,1 mg (4,8 
bis 5,5). 

War so der giinstige Einflu{ einer 0,5°/oigen Zucker- 
ldsung (die 0,6 oder 0,7°/o NaCl enthielt) unzweifelhaft fest- 
gestellt, so konnte dagegen iiber den Einflu8 noch hoherer 
Konzentrationen keine vollige Klarheit gewonnen werden. Es 
zeigte sich, daf das Einbringen der Riickenmarke in eine 1 oder 
2°/o Zucker enthaltende LO6sung von unverdndertem oder zur 
Wahrung der Isotonie entsprechend herabgesetztem NaCl-Gehalt 
die Glykolyse zuniichst betréchtlich herabdriickte, daf diese aber 
nach liingerem Verweilen wieder eine ErhOhung, mitunter so- 
gar noch iiber den sonst in 0,5°/oiger L6sung beobachteten 
Wert erfahren konnte. Eine Erklirung fiir dieses merkwiirdige 
Verhalten wurde nicht gefunden. 

EinflufB des Calciums. Bei der Untersuchung des Ein- 
flusses verschiedener Ionen auf die Gréfe des Sauerstoffver- 
brauches des Froschriickenmarks hatte Unger?) den betracht- 
lichen oxydationshemmenden Einfluf{ des Calciums beob- 
achtet, das bereits in einer Konzentration von 0,14 °/o den Sauer- 
stoffverbrauch in Ca-freier Lésung um fast 25°/o vermindern 
konnte. Ganz analog, ja, noch stirker ausgesprochen war die 
Wirkung des Calciums auf den Zuckerverbrauch, wie der folgende 





') Unger, Untersuchungen iiber den Einflu$ von anorganischen 
Lésungen usw., a. a. O. 
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Versuch zeigt: Riickenmarkspraparate, die in einer 0,6°/o NaCl 
und 0,5°/o Zucker enthaltenden Lésung in den ersten 8 Stunden 
einen Zuckerbrauch von 5,2 mg (pro 1 g und 24 Stunden) auf- 
gewiesen hatten, verbrauchten in den darauffolgenden 16 Stunden 
in der gleichen Losung unter Zusatz von 0,1°/o CaCl, bloB 
1,8 mg und in den nachstfolgenden 21 Stunden wieder in der 
Ca-freien Losung 2,6 mg (pro 1g und 24 Stunden), mithin 
unter dem Einfluf{B des Calciums eine Herabsetzung 
des Wertes auf etwa 3/3, und nach Entfernung des 
Calciums wieder eine annihernde Riickkehr zur Norm, 
wenn man die am zweiten Versuchstage stets zu beobachtende 
Herabsetzung der Glykolyse in Rechnung zieht. 

Einflu8 des Natriums. Schon oben (vgl. S. 188) wurde 
erwihnt, dai die fortschreitende Quellung des Riickenmarks 
die allmahliche Abnahme des Zuckerumsatzes mitbedingen 
diirfte. Unger (a. a. QO) hatte beobachtet, daB der Sauerstoff- 
verbrauch des pialosen Riickenmarks in destilliertem Wasser 
mit fortschreitender Quellung immer mehr absinkt, und hatte 
in seinen spiiteren Versuchen!) festgestellt, dali das NaCl einen 
sehr groBen Einflu{ auf die Quellung ausiibt, die in salzfreier 
isotonischer Traubenzuckerlésung fast ebenso stark ist wie in 
destilliertem Wasser. In Einklang mit diesen Beobachtungen 
ergaben Versuche mit salzfreien Zuckerlésungen eine ganz 
auferordentliche Verminderung des Zuckerumsatzes, 
der in einem durch 21 Stunden fortgesetzten Versuch mit 1,2 mg 
pro 1g und 24 Stunden nur eben die Grenze der Feststell- 
barkeit tiberschritt, und in einem zweiten nur 7 Stunden fort- 
gesetzten Versuch zur Ginze unterhalb derselben blieb. Ander- 
seits scheint auch ein zu hoher NaCl-Gehalt schidigend zu 
wirken, da in einem Versuche mit Uberfiihrung der Priparate 
aus 0,6- in 2°/oige Kochsalzlésung mit je 0,5°/o Zuckergehalt 
ein bedeutendes Absinken der Glykolyse feststellbar war. 

SchlieBlich sei noch erwiihnt, daB in einem Versuche die 
Wirkung eines Zusatzes von frischem Froschpankreas- 
extrakt auf den Zuckerumsatz untersucht wurde, aber nach 





‘) Unger, Uber physikalisch-chemische Eigenschaften usw., a. a. O. 
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Abzug der an sich auffillig starken glykolytischen Wirkung des 
letzteren keine deutliche Beeinflussung erkennen lief. 


II. Versuche an Riickenmarksbrei. 


Die engen Beziehungen, die sich aus den vorangehenden 
Versuchen zwischen Organfunktion und Zuckerumsatz ergeben 
hatten, lieBen erwarten, daB eine Zerst6rung der normalen 
Struktur eine hochgradige Herabsetzung, wenn nicht Aufhebung 
des Zuckerverbrauches zur Folge haben wiirde. Um so tiber- 
raschender erschien das Versuchsergebnis, daB ein Zerreiben 
des Riickenmarks zu einem Brei keine Verminderung, 
sondern im Gegenteil sogar eine betrichtliche Steigerung 
des Zuckerverbrauches in Zucker-Kochsalzlésung nach 
sich zog. 

Methodik. Das bei diesen Versuchen eingeschlagene 
Verfahren war das folgende: Die in der gewohnlichen Weise 
priiparierten und von ihrer GefaiShaut befreiten Riickenmarke 
wurden nach erfolgter Wagung in einem Glasmorser sorgfiltig 
zerrieben und dann mit einer entsprechenden Menge Zucker- 
losung (meist 6—10 ccm) in das Versuchsgefaf tibergespiilt. 
EKinige Schwierigkeiten bereitete das Durchleiten von Sauerstoff, 
da dieses in der etwas eiweifhaltigen Fliissigkeit ein Schiumen 
verursacht, durch welches Organpartikelchen an der GefaSwand 
hinaufgeschoben und so aus der Zuckerlésung entfernt werden. 
Zur méglichsten Einschriinkung dieses Ubelstandes wurde der 
Gewebsbrei nach Uberspiilung in das VersuchsgefaB zuniichst 
etwa 10 Minuten in diesem zentrifugiert, um ein Absetzen der 
Organpartikel am Boden zu bewirken, und der Sauerstoff wurde 
dann nicht wie sonst durch ein mit Watte verschlossenes Glas- 
rohr in einem Strom feinster Blischen, sondern durch ein ziem- 
lich weites, offenes und nicht bis ganz an den Boden des GefaBes 
reichendes Rohr in langsamen grofen Gasblasen durchgeleitet. 
Gleichwohl lieB sich auch so ein geringer Substanzverlust nicht 
immer vermeiden, sodai die Genauigkeit der Umrechnung auf 
die Einheit des Organgewichtes darunter litt. Zur Uberfiihrung 
in eine neue Lésung wurde der Gewebsbrei zunachst wieder 
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scharf abzentrifugiert und die tiberstehende Fliissigkeit schnell 
abgegossen. Diese konnte auch nach Filtrieren wegen ihres 
Gehaltes an geléstem EiweifB oder an feinen durch das Filter 
gegangenen Partikelchen nicht ohne weiteres zur Zuckerbe- 
stimmung verwendet werden, sondern wurde erst nach dem 
von Michaelis!) empfohlenen Verfahren mit Liquor ferri oxy- 
dati dialysati enteiweilt. 

Der auf diese Weise untersuchte Gewebsbrei zeigte, wie 
schon oben erwihnt, in einer 0,6°/o NaCl und 0,5°/o Trauben- 
zucker enthaltenden Losung einen viel gr6Seren Zuckerverbrauch 
als das intakte Organ, im Mittel von 7 Versuchen 7,4 mg 
(5,8—9,5) pro 1 g und 24 Stunden. Auch an ein und denselben 
Praiparaten lief sich diese Steigerung des Zuckerumsatzes 
durch Zerreiben des Organs nachweisen: Zwei Riickenmarke, 
die in intaktem Zustande in den ersten 8 Stunden 5,2 mg 
Zucker (bezogen auf 1 g und 24 Stunden) verbraucht hatten, 
verbrauchten in den darauffolgenden 16 Stunden nach Zer- 
reibung zu einem Brei 7,7 mg pro 1 g und 24 Stunden. Vor- 
heriges Eintauchen des Riickenmarks in kochende Lésung 
beseitigte die Glykolyse ginzlich. Das nach Abfiltrieren des 
Breies gewonnene Filtrat zeigte auch in langdauernden Ver- 
suchen nur einen minimalen Zuckerverbrauch, der zweifellos 
von den durch das Filter gegangenen, zum Teil mit freiem Auge 
noch wahrnembaren Patikelchen herriihrte; tatsiachlich fehlte 
in einem durch 40 Stunden fortgesetzten Versuch, in welchem 
statt durch Papier durch ein dichtes Asbestfilter filtriert worden 
war, jegliche Glykolyse. Diese riihrt also weder von Bakterien 
noch von einem léslichen Enzym her, sondern ist an die 
lebenden Gewebspartikel gebunden (womit jedoch die Mdéglich- 
keit einer Gewinnung intrazellularer glykolytischer Enzyme 
nach Art der Zymase nicht in Abrede gestellt werden soll). 

Die im vorangehenden untersuchten Faktoren beeinflubten 
die Glykolyse des Riickenmarkbreies in ganz analoger Weise 
wie die des intakten Organs. So verminderte Sauerstoff- 
mangel (7stiindiges Durchleiten von Stickstoff) in einem 


1) L. Michaelis, Eine Mikroanalyse des Zuckers im Blut. Bio- 
chem. Zeitschr., Bd. 59, S. 166 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. C. 14 
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Versuche den Zuckerverbrauch auf 4,1 mg pro 1g und 24 
Stunden und dieser zeigte ebenso wie beim unversehrten 
Organ auch bei nachtréglichem Sauerstoffdurchleiten (durch 
17 Stunden) keine Erhéhung, sodaf auch hier eine irreparable 
Schidigung eingetreten war. Alkohol, in einer Konzentration 
von 5 Vol.-Proz. zu der gewohnlichen Loésung zugesetzt, ver- 
minderte in einem Versuche den durch 11 Stunden unter- 
suchten Zuckerumsatz auf 3,4mg, wahrend in den darauf- 
folgenden 12 Stunden in alkoholfreier Lésung der normale 
Wert von 7,0 mg wieder erreicht wurde. — Der Zusatz von 
0,1 °/o Chlorcalcium -setzte den Zuckerverbrauch in einem 
durch 24 Stunden fortgesetzten Versuch auf 3,5 mg herab; in 
einem zweiten Versuch verbrauchte der Riickenmarksbrei in 
den ersten 9 Stunden bei Calciumzusatz 2,7 mg, in den darauf- 
folgenden 15 Stunden in calciumfreier Lésung 6,1 mg pro 1g 
und 24 Stunden. — Wie beim intakten Organ vermindert 
also auch beim Brei Narkotikum- und Calciumzusatz 
den Zuckerverbrauch hochgradig in mehr minder 
vollig reversibler Weise. Desgleichen hatte das Fehlen 
des Chlornatriums in der Zuckerlésung einen deutlichen 
schadigenden Einflu8 auf die Glykolyse, wenn auch nicht so 
ausgesprochen wie beim ganzen Organ. 

Uber die Wirkung héherer Zuckerkonzentrationen 
(1—2°/o) konnte auch am Brei kein eindeutiges Ergebnis ge- 
wonnen werden; im allgemeinen war der Zuckerumsatz in 
den konzentrierteren Lésungen von ungefahr gleicher Gréfe wie 
in der zu allen sonstigen Versuchen verwendeten 0,5°/oigen 
und zeigte auch hier wie am ganzen Organ eine Tendenz zum 
Ansteigen bei langerer Dauer. 

Ein deutlich abweichendes Verhalten hingegen zeigte der 
Riickenmarksbrei gegentiber der elektrischen Reizung, die 
hier ganz ohne Einflu8 blieb, wie die beiden folgenden Ver- 
suche dartun: Der durch Zerreiben zweier Riickenmarke ge- 
wonnene Brei verbrauchte in der ersten 15stiindigen Ruhe- 
periode 5,8, in der darauffolgenden 8stiindigen Reizungsperiode 
(Reizung 7!/2 Stunden lang mit 30 tetanisierenden Reizen in 
der Minute in der gleichen Weise wie friiher am intakten Organ) 
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4.2 und in der daran wieder angeschlossenen 18stiindigen 
Ruheperiode 4,3 mg pro 1g und 24 Stunden. In ganz analoger 
Weise betrug in einem zweiten Versuch der auf 1 g und 24 
Stunden bezogene Zuckerverbrauch zweier zerriebenen Riicken- 
marke in der ersten 15stiindigen Ruheperiode 6,1 mg, in der 
darauffolgenden 9 stiindigen Reizungsperiode (Reizung 8 Stunden 
lang in der gleichen Weise wie in dem vorangehenden Ver- 
such) 5,6 und in der letzten 16stiindigen Ruheperiode 5,0 mg. 
Die den Zuckerverbrauch steigernde Wirkung der 
Reizung ist mithin gebunden an die Funktionstatig- 
keit des intakten Organs. 


III]. Erérterung der Versuchsergebnisse. 


Die im vorangehenden zusammengestellten Versuche haben 
dargetan, dafi die Gewebe der nervésen Zentralorgane in der 
umgebenden Losung eine nicht unbetrachtliche Menge Zucker 
zum Verschwinden bringen. Das Schicksal dieses Zuckers 
ist vorerst unbekannt. Die starke Beeinflussung der Glykolyse 
durch die Sauerstoffzufuhr, sowie die weitgehende Uberein- 
stimmung in der Beeinflussung des Sauerstoffverbrauches und 
des Zuckerverbrauches durch verschiedenartige Faktoren machen 
es wahrscheinlich, da der verschwindende Zucker in letzter 
Linie der Oxydation verfallt. 

Sehr auffallig erscheint die Beobachtung, dafi das Riicken- 
mark in zerriebenem Zustande einen grdferen Zuckerumsatz 
aufweist als in normalem. Um festzustellen, ob auch hier 
eine Ubereinstimmung in dem Verhalten von Zucker- und 
Sauerstoffverbrauch besteht, wurde in einigen Versuchen mit 
dem Mikrorespirationsapparat!) die Sauerstoffaufnahme des 
zerriebenen Riickenmarks untersucht; es zeigte sich aber, daf 
diese nicht blof nicht héher, sondern bei weitem niedriger 
war als die des intakten Organs und nur etwa !/s des normalen 


') H. Winterstein, Ein Apparat zur Mikroblutgasanalyse und 
Mikrorespirometrie. Biochem. Zeitschr., Bd. 46, S. 440 (1912). — Ein Mikro- 
respiriationsapparat. Zeitschr. f. biol. Technik und Methodik, Bd. 3, 
S. 246 (1913). 

14* 








200 Else Hirschberg und Hans Winterstein, 


Wertes betrug. Wahrend also die Oxydationsprozesse durch 
die ZerstOrung der normalen Gewebsstruktur hochgradig ge- 
schadigt werden, erfahrt die Zuckerzersetzung eine ansehnliche 
Steigerung. Bei dem Versuche einer Deutung dieser Er- 
scheinung wird man zuniachst zu beriicksichtigen haben, daf 
die am intakten Organ gefundenen Sauerstoffwerte den physio- 
logischen Verhiltnissen weit eher entsprechen diirften als die 
Zuckerwerte. Denn wahrend der Sauerstoff aus einer reinen 
Sauerstoffatmosphare wohl mit geniigender Schnelligkeit einzu- 
diffundieren vermag, ist dies vielleicht beim Traubenzucker 
nicht der Fall. Und so erscheint als die nachstliegende An- 
nahme die, daf es einfach die VergréBerung der Kontaktfliche 
zwischen Gewebe und Zuckerlésung ist, welche die Verstarkung 
der Glykolyse beim Riickenmarksbrei verursacht. Unter physio- 
logischen Bedingungen, wenn der Zucker den Zellen durch 
das Blut direkt zugefiihrt wird, konnte sein Umsatz im intakten 
Organ sehr wohl noch erheblich gr6fer sein. 

Jedenfalls zeigt schon dieses abweichende Verhalten des 
zerriebenen Riickenmarks hinsichtlich seines Sauerstoff- und 
seines Zuckerverbrauches, dah es sich keineswegs um eine 
direkte Oxydation des Zuckers handeln kann, dai vielmehr, 
wie ja auch schon von chemischen Gesichtspunkten aus wahr- 
scheinlich ist, ein stufenweiser Abbau erfolgen diirfte, bei 
welchem die Oxydation erst in einer spateren Phase eingreift. 
In gleichem Sinne spricht auch die Beobachtung, dafi Sauer- 
stoffmangel keine Aufhebung, sondern nur eine Einschrankung 
des Zuckerverbrauches bedingt, die vielleicht als Reaktions- 
hemmung durch Ansammlung sonst wegoxydierter Reaktions- 
produkte verstiandlich erscheint. 

Angesichts der durchaus gleichsinnigen Beeinflussung von 
Zucker- und Sauerstoffverbrauch durch NaCl-Mangel, Calcium- 
zusatz und Urethannarkose erscheint ferner das gegensatzliche 
Verhalten der beiden Stoffwechselprozesse gegen Alkohol 
sehr befremdlich. Zu seinem Verstiandnis diirften vielleicht 
die folgenden Erwégungen beitragen: Wenn der Alkohol im 
Gegensatz zu anderen Narkoticis keine Herabsetzung, sondern 
sogar eine leichte Steigerung des Sauerstoffverbrauches ver- 
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anlaBt, so ist diese Erscheinung wohl am einfachsten durch 
die Annahme erklarbar, daB der Alkohol zum Teil der Oxydation 
verfallt, und da die hierzu erforderliche Sauerstoffaufnahme die 
iibrige Einschrinkung der Oxydationsprozesse wieder wettmacht, 
bezw. noch tiberkompensiert. Will man nun nicht die Annahme 
machen, daf gerade die der Alkoholoxydation zugrunde liegenden 
Vorgiinge eine besondere Resistenz gegen Narkose aufweisen, 
so ergibt sich als wahrscheinlichste Vorstellung, dab es zu- 
nichst gar nicht die Oxydationsprozesse sind, welche durch 
die Narkose eine Hemmung erfahren, sondern die primiéren 
Spaltungsvorgiinge, und daf erst sekundir infolge Ausbleibens 
der letzteren auch die Oxydation der Spaltungsprodukte in 
Fortfall kommt. In der Tat wurde schon bei der kritischen 
Erorterung der Erstickungstheorie!) eine Reihe von Tatsachen 
zusammengestellt, welche zeigen, dafi die Oxydationsprozesse 
keineswegs zuerst, sondern vielfach erst bei bedeutend héheren 
Konzentrationen durch die Narkose geléhmt werden als andere 
Lebensvorgange. Mithin laéft sich auch die Wirkung des Alkohols 
mit der Vorstellung primérer Spaltungen und sekundirer Oxy- 
dation wohl in Einklang bringen. 

Im Gegensatz zu allen iibrigen Faktoren ist die Wirkung 
der elektrischen Reizung bloB8 am ganzen Organ und nicht 
am Gewebsbrei nachweisbar. Wir diirfen also daraus folgern, 
daf die durch sie bedingte Steigerung des Zuckerverbrauches 
erst die sekundiére Folge der an die Intaktheit des Organs 
gebundenen Erregungsvorginge darstellt. In ganz analoger 
Weise wurde friiher®) der Nachweis geliefert, dab die elek- 
trische Reizung nur insoweit eine Erhéhung des Sauerstoffver- 
brauches herbeifiihrt, als Erregungsprozesse ablaufen. 

Die mit den Erregungsvorgingen verbundene, noch weit 
iiber die Erhdhung des Sauerstoffverbrauches hinausgehende 
Steigerung des Zuckerumsatzes ist sicher in hohem Mafie be- 
merkenswert. Sie zeigt, dab der Zucker nicht blof eine 





') H. Winterstein, Beitrige zur Kenntnis der Narkose. I. Mitt. 
Kritische Ubersicht usw. Biochem. Zeitschr., Bd. 51, S. 143 (1913). 

*) H. Winterstein, Beitrige zur Kenntnis der Narkose. II. Mitt. 
Biochem. Zeitschr., Bd. 61, S. 81 (1914). 
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Quelle der Muskelkraft, sondern auch eine solche der 
Tatigkeit der nervésen Zentralorgane darstellt. 


IV. Zusammenfassung. 


Das isolierte Froschriickenmark bewirkt in einer um- 
gebenden Traubenzucker enthaltenden Lésung eine Glykolyse. 
Solange das Riickenmark von seiner GefaShaut umbhiillt ist, 
ist der Zuckerverbrauch wegen der Undurchgingigkeit der 
letzteren minimal; nach Entfernung der GefaShaut betragt er 
bei gewOhnlicher Zimmertemperatur in einer 0,2°/o Zucker ent- 
haltenden Lésung im Mittel 4 mg, in einer 0,5°/oigen Zucker- 
lésung im Mittel 5 mg pro 1 g und 24 Stunden. 

Der Zuckerumsatz, dessen GrodSe von der Temperatur 
abhingig ist, nimmt mit der Versuchsdauer ab und ist am 
dritten Tage nicht mehr mit Sicherheit nachweisbar. Sauer- 
stoffmangel bewirkt eine starke irreparable Herabsetzung des- 
selben. Urethan und Alkohol in narkotischer Konzentration 
vermindern den Zuckerverbrauch hochgradig in reversibler 
Weise; das Gleiche gilt fiir den Zusatz von Calciumsalzen 
schon in geringen Mengen (0,1°/o CaCl,). Fehlen des Chlor- 
natriums driickt, vermutlich vor allem wegen der starken 
Quellung, die Glykolyse auf ein Minimum herab. Elektrische 
Reizung ruft eine auBerordentliche starke Steigerung des Zucker- 
verbrauches hervor, der auf mehr als das Doppelte des Ruhe- 
wertes ansteigen kann. 

Die zu Brei zerriebene Riickenmarksubstanz zeigt, 
vermutlich infolge VergréSerung der Kontaktflaiche zwischen 
Gewebe und Zuckerlésung, eine im Mittel um etwa 50°/o héhere 
Glykolyse als das intakte Organ. Diese Glykolyse ist an die 
lebende Zellsubstanz gebunden; im Brei des gekochten Organs 
sowie in dem von Gewebspartikeln freien Filtrat ist sie nicht 
nachweisbar. Der Zuckerbrauch des Riickenmarkbreies wird 
durch die oben genannten Faktoren im gleichen Sinne beein- 
fluf{t wie der des intakten Organs, mit der Ausnahme, daB die 
elektrische Reizung nach Zerstérung der normalen Struktur 
keine Steigerung des Zuckerumsatzes hervorruft. 






































Zur Kenntnis der Zymophosphatbildung bei der alkoholischen 
Garung. 
Von 


Hans Euler, Olof Svanberg, Greta Hallberg und Karin Brandting. 


Mit vier Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Juli 1917.) 








Vor einigen Wochen haben Euler und Svanberg Ver- 
suche mitgeteilt, welche die Frage behandeln, in welchem Sta- 
dium der Girung die Veresterung des vergirbaren Kohlen- 
hydrates mit Phosphorsdure eintritt.!) Die folgenden Versuche 
betreffen die gleiche Frage. 

Unser Material war diesmal eine untergiirige Bierhefe. 
In Verfolgung unserer Studien tiber alkalische Phosphatgirung?) 
haben wir auch zu den vorliegenden Versuchen Parallelver- 
suche mit Uberschu8 von Hydroxylionen angestellt. Wahrend 
wir aber friiher die Alkalinitéit nach der Indikatormethode 
von Sérensen gemessen haben — Untersuchungen auf diesem 
Gebiet ohne genaue Feststellung der Alkalinitét kénnen wohl 
nur von orientierender Bedeutung sein —, wurden diesmal die 
H- bezw. OH’-Konzentrationen elektrometrisch, ebenfalls in 
engem Anschluf{ an S6rensens Arbeitsmethode ermittelt. 
Wenn es auf die Messung der zeitlichen Verinderung der Acidi- 
tiit bezw. Alkalinitaét ankommt, ist diese Methode vorzuziehen. 

Die Versuche wurden durchweg mit Glukose ausgefiihrt, 
um kompliziertere Verhiltnisse, welche bei der Verwendung 
von Disacchariden eintreten kénnen, auszuschliefen. 





') Euler und Svanberg, Diese Zeitschr., Bd. 100, S, 148 (1917). 
*) Euler und Tholin, Diese Zeitschr., Bd. 97, S. 269 (1916). 
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Versuch 1A und B. 


50 g Glukose, 25 g Na,HPO,, 75 g abgepreBte Hefe (30°/o 
Trockengehalt) in 250 cem Wasser. Zusatz von 2,5 cem Toluol. 

A und B sind Parallelversuche, gleichzeitig bei 18° aus- 
gefilhrt. In gleichmafigen Zeitabschnitten wurden aus beiden 
Losungen 5 ccm zur Phosphatanalyse abpipettiert. 


























A. B. 
Entwickelt seinen natiirlichen Lésung wird schwach alkalisch 
Sauregrad. gehalten. 
———— Ee ———————— 
wae | Mg,P,0, — an | Mg,P,0, — 
| g H g H 
0 0130 | 7,8 0 0,129 | 
1 0,130 | 6,5 1 0,132 
2 _~ | 63 2 0,130 
3 0131 | 63 3 0,130 - 
4 0,132 - 4 0,130 If ” 
5 0132 | — 5 0,126 7 
6 0,131 — 6 0,125 
7 0131 | — 7 0,125 
25 0,088 — 
46 0,056 — | 








Drehung im 10 cm-Rohr 


vor der Girung: a = 9,9°, 











Drehung im 10 cm-Rohr 
vor der Gairung: a = 9,9° 
































> >» > 3: == 7,5° 
Versuae 1A 
ofS; 
o 
AS 0{0: a 
| 
| 
= | 
tr 99° | 
| 
° 10 20 30 me sodlunden. 
Figur 1. 


Man beachte die geringe Reaktionsgeschwindigkeit, welche 
bei der Temperatur von 18° eintritt. 
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Versuch 1 C. 


Die gleiche Losung wie bei Versuch 1A; ebenfalls Zu- 
satz von 2,5 ccm Toluol. 

Abweichend von 1A ist hier die Versuchstempera- 
tur 33°. 


Drehung im 10 cm-Rohr 
vor der Girung: a = 8,15° 



































> > > :_ a= 4.25 °, 
a poms —_ gem ———_—- pe) 
Mg.P,0, 
Stunden | ee Py 
| g 
0 | 0,130 7,0 
0,5 | 0,130 6,6 
1 0,128 6.6 
1,5 0,126 6,6 
2 0,112 6,6 
25 0,014 _— 
3 | 0,000 fe 
3,5 | vo 6,5 
Die Ergebnisse sind in Versua 1C 


der Figur 2 graphisch dar- 


gestellt. a a | 
Hier tritt die Erschei- ah 


nung zutage, auf welche wir a 
in dieser Mitteilung die Auf- 

















merksamkeit lenken wollen: | 
Das anorganische Phos- | | 4 
phat ist in der ersten 4 : 3 Stunden 
Halfte der Reaktionszeit Figur 2. 
so gut wie unverbraucht, worauf die Phosphatbin- 
dung scharf und mit grofer Geschwindigkeit einsetzt. 
Die Aciditét war, wie die p,-Werte zeigen, wihrend der 
Reaktion so gut wie konstant. 

Der Kontrolle dieser, wie wir glauben, fiir das Verstind- 
nis der Girungsreaktion wesentlichen Erscheinung gelten die 
folgenden Versuche. 
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Versuch 2 (10. Mai 1917). 


Die gleichen Lésungen wie beim Versuch 1A und 1B. 
Temperatur 33°. 

Zwei Parallelversuche: A mit 2,5ccm Toluol, B ohne 
Toluol. A entwickelt seine natiirliche Aciditét, B wird durch 
kontinuierliche Zusatze auf der Alkalinitét p,, = 8,5 gehalten. 

Im 10 cm-Rohr betraégt die Drehung der Lésungen vor 
der Garung 9,33°. 























A. B. 
2,5 ccm Toluol. ohne Toluol; alkalisch. 
———————————————E ————————————— 
Stunden | M82P20; in 5 ccm Stunden | MgP20; in 5 ccm 
g z 
0) | 0,134 0 0,132 
0,5 0,134 1 0,131 
1 0,134 2 0,131 
1,5 0,132 3 0,130 
1,75 0,129 4 0,130 
2 0,128 5 0,131 
2,25 0,081 6 0,134 
2 50 0,035 7 0,133 
2,75 0,014 
3 0,008 
3,25 0,005 
Drehung mit 3,25 Stunden: 3,60°. Drehung nach 7 Stunden: 3,94°. 


Versun 2A Der Versuch 2 A wird durch 
| die Figur 3 graphisch dargestellt. 





Versuch 3 (12. Mai 1917). 


Die gleichen Versuchsbedin- 
gungen wie bei Versuch 2. 


Drehung im 5 cm-Rohr 
tunden vor der Garung: 5,1°. 
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A. B. 

2,5 ccm Toluol. Ohne Toluol ; Py = 8,5 
———————————————— EE —————— 
Stunden MEFS; mm Seem Stunden | Mg.P,9; in 5 ccm 

s Es 
0 0,131 0 0,144 
0,25 0,131 0,5 0,144 
0,75 0,131 1 0,146 
1,00 0,131 1,5 0,145 
1,25 — 2 0,143 
1,50 0,130 3 0,143 
1,75 0,127 3,5 0,143 
2,00 0,094 
2,25 0,056 
3,00 0,014 
3,25 0,013 
Drehung nach 3,25 Stunden: 1,653°. Drehung nach 3,5 Stunden: 2,52°. 
Versuch 3A ist in Fig. 4, Versua Az una Cz 
Kurve A, wiedergegeben. ‘ities , 
Der Reaktionsverlauf, = 
wie er durch die Kurven & a | | 
Fig. 2, 3 und 4A dargestellt av 
wird, kann kaum anders ge- & iN 
= 00 4) 
deutet werden, als daB aus q zx 
der Glukose in der ersten | 
Halfte der Reaktionszeit ein “ , 2 3 Stunden 
Umwandlungsprodukt — gebil- Figur 4. 


det wird, nach dessen Bildung die Veresterung erst ein- 
treten kann. 

Dieses Ergebnis hat uns an eine 4ltere, von Euler und 
Ohlsén?) gefundene Tatsache erinnert, dal eine durch Extrak- 
tion von Hefe erhaltene Phosphatlésung Glukose mit Phosphat 
erst dann zu verestern vermag, wenn die Glukoselésung mit 
lebender Hefe kurze Zeit vorbehandelt worden ist. 

Wir haben deshalb 250 ccm unserer Glukoselésung 
1/2 Stunde lang mit 10g lebender Hefe vorbehandelt. 





’) Euler und Ohlsén, Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 313 (1911). 
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Die Drehung der so vorbehandelten Lésung betrug im 
5 em-Rohr 4,65°. Hierauf wurde ebenso verfahren, wie im 
vorhergehenden Versuch. 


C. D. 


2,5 ccm Toluol. Ohne Toluol; p,, = 8,5. 














a em | Mg,P,0, in 5ccm Stunden | MgsP20, in 5 ccm 
A | g 

0 | 0,146 0 | 0,143 

1 | 0,146 0,5 0,140 

1.25 | 0,140 1 0,141 

1,50 | 0,135 2 0,139 

1,75 | 0,132 3 0,140 

2.00 0,075 8,5 0,140 

2,25 | 0,056 

3,00 | 0,015 

3.25 | 0,014 | 

Drehung nach 3,25 Stunden: 1,75°. Drehung nach 3,5 Stunden: 1,93°. 


Versuch C ist in Figur 4 durch Kurve C dargestellt. 

Durch die Vorbehandlung ist also der Verlauf der Re- 
aktion nicht wesentlich geandert worden. Leider waren wir 
gezwungen, unsere Versuche hier abzubrechen. 

Zur Erklirung der Form der Reaktionskurven diirfte die 
oben gemachte Annahme, daf zundchst ein Umwandlungspro- 
dukt der Glukose entsteht, welche weiterhin verestert wird, 
nicht vollstindig ausreichen. Vielmehr wird der Schluf nahe- 
gelegt, daB waéhrend der ersten Halfte der Reaktion ein Kata- 
lysator gebildet oder vermehrt bezw. in seiner Wirksamkeit 
gesteigert wird, welcher die schnell einsetzende Phosphatbin- 
dung beschleunigt. Man wird dabei an das synthetisierende 
Enzym der Hefe, die Phosphatese, denken. Es sollen deshalb 
diese Versuche zuniichst in der Weise fortgesetzt werden, dab 
die Vorbehandlung der Glukoselésung durch Hefe in Abwesen- 
heit von Phosphat, aber in Gegenwart von Toluol erfolgt. 



































Uber eine Selendioxydoxalsdureverbindung, ihre Darstellung 
und theoretische Bedeutung. 


Selendioxydoxalsiure = SeO, - (C,0,H.,),. 
Yon 


Th. Gafmann, Ziirich. 





(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1917.) 





Die seinerzeit durchgefiihrte chemische Untersuchung 
von Knochen und Zihnen hat insofern eine Nachpriifung er- 
fahren, als ich nachtraglich noch ein Element, das Selen,') im 
Knochen- und Zahngewebe nachweisen konnte, das nunmehr 
iiberhaupt als sicherer Bestandteil dem Menschen-, Tier- und 
Pflanzenorganismus zuzuziihlen ist. Uberraschenderweise hat 
es sich dabei ergeben, dai das Selen bei der quantitativen 
Bestimmung des Kalkes in der Knochen- und Zahnasche dem 
Calciumoxalatniederschlag — Ausfallung des Kalkes als Calcium- 
oxalat und Uberfiihrung desselben in CaO — wahrscheinlich in 
Form einer Oxalsdiureverbindung beigemischt war. Letzterer 
Umstand veranlafite mich sodann, die Modglichkeit ins Auge 
zu fassen, die in Frage kommende Selendioxydoxalsiiurever- 
bindung synthetisch darzustellen. Die hohe Bedeutung, die 
ich jetzt schon der Anwesenheit des Selens im Organismus 
beimesse, tritt erst dann prignant zutage, wenn meine Ar- 
beiten tiber die Herausschélung der dem Selen zustehenden 
chemischen Verbindung, die im Lebensprozeli} des Menschen, 
des Tieres und der Pflanze eine wichtige Rolle spielt, abge- 
schlossen sind. Daf dies nicht mit einem Schlage gelingt, 
ist zu erwarten. Hingegen ist es mdglich, bis dahin die Dar- 
stellung von Selenverbindungen in die Wege zu leiten und an 
der Hand derer vorerst die Eigenschaften des Selens in seinen 





') Diese Zeitschr., Bd. 97, S. 307—310 (1916); Bd. 98, S. 182—190 
(1917). 
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Verbindungen kennen zu lernen. Selen als solches ist ein 
merkwiirdiges, ja vielseitiges Element, so daf seine Verbin- 
dungsformen ohne Zweifel zum Teil wenigstens seine chemischen 
und physikalischen Eigenschaften wieder erkennen lassen. Wie 
oben angedeutet, gelang es mir, eine Selendioxydoxalsaure- 
verbindung 

SeO, - (C,0,H,), 
darzustellen, die ich als Verbindung héherer Ordnung, 
als Anlagerungsverbindung anspreche. 

Folgen wir der Lehre von A. Werner?) tiber die Ver- 
bindungen hdherer Ordnung, insbesondere itiber die Anlage- 
rungsverbindungen, so ist die Annahme berechtigt, daB die 
Selendioxydoxalsdure SeO,+(C,0,H,), durch Anlagerung von 
Oxalsiure an Selendioxyd entstanden ist, d. h., das Selen als 
Zentralatom hat noch die Fahigkeit, anderweitige Radikale 
koordinativ an sich zu ketten. 

In Formeln geschrieben diirfte dies folgendem Vorgang 


entsprechen: 


1 C.0.H 1 - an 
i | ~=-.CO0H 


Als analoge Verbindung diirfte die von Ditte?) darge- 
stellte Selendioxydchlorwasserstoffsdure SeO, - 4 ClH aufzufassen 
sein. Nach der von mir oben aufgestellten Formel fir die 
Selendioxydoxalsiure wiirde das Struckturbild fiir die Selen- 
dioxydchlorwasserstoffsaure folgendermafen zu gestallten sein: 


1 ClH 7 _ClH 
+ Cl]H Se-- sgt -ClH 
C1IH ~— = * ~~ ie 
| cH id - a 
O O 


‘Beide Selendioxydverbindungen charakterisieren sich durch 
ihren ganzen Habitus, durch ihr Bindungsverm6gen, jene durch 


1) A. Werner, Neuere Anschauungen auf dem Gebiete der an- 
organischen Chemie. 


7) Ditte, Ber., Bd. 9, S. 1130 u. 1432 (1876); Ann. Chim. Phys. (5), 
Bd. 10, S. 82 (1877). 
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2 zweiwertige (CoH) diese durch 4 einwertige Radikale (HCl) 


so gleichartig, so daf tiber ihre Analogie kaum ein Zweifel auf- 
kommen kann. Die Eigenschaft des Selens in seiner Oxyd- 
form fiir die Bildung von Anlagerungsverbindungen in hohem 
MaBe befahigt zu sein, ist sehr beachtenswert. Sie wird auch im 
Organismus auf Grund meiner bis anhin gemachten Forschungs- 
ergebnisse eine Rolle spielen und die demnichst in die Wege zu 
leitenden Betrachtungen tiber das Konstitutionsbild der dem 
Organismus zustehenden Selenverbindung wesentlich erleichtern 
und in hervorragender Weise zu ihrer Identifizierung beitragen. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Selendioxydoxalsaure. 
SeO, + (C,0,H,).. 


2 g weifes Selendioxyd werden in einem Becherglas in 
konzentrierter Chlorwasserstoffsiure in der Kilte gelést und 
auf dem Wasserbade annahernd zur Trockne eingedampft. Der 
erkaltete Riickstand wird mit wenigen Tropfen verdiinnter Chlor- 
wasserstoffsiure befeuchtet, mit 25 ccm Kaliumoxalatlésung 
(1: 3) aufgenommen, wiederholt umgeschwenkt, wobei sich erst 
nach einiger Zeit die gewiinschte Selendioxydoxalsdure aus der 
klaren L6sung als feiner, blaéttchenartiger, weifer Niederschlag 
abscheidet. Letzterer wird nach 6 Stunden auf ein Filter ge- 
bracht, abgesogen und mit Ather gut ausgewaschen. Die auf 
dem Filter bleibende weifie, sich etwas zusammenballende Masse 
wird auf eine Tonplatte gebracht und neben Natronkalk im Ex- 
sikkator getrocknet, wobei sich mehr und mehr weife Kry- 
stillchen in Form glinzender Blattchen von der Masse abheben. 
Der Lichtempfindlichkeit wegen muf das Salz vor der Ein- 
wirkung des Lichtes geschiitzt werden. Sowohl in der Kilte 
als auch in der Wirme ist das Salz mit saurer Reaktion in 
Wasser loslich, und zersetzt sich langere Zeit hindurch nicht. 
In absolutem Alkohol findet Zersetzung statt, indem Selendioxyd 
gelost wird und die Oxalsdure in fester Form zuriickbleibt. 
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Die Ausfiihrung der Analyse stOSt auf etwelche Schwierig- 
keiten, so vornehmlich die Bestimmung der Oxalsadure. Ver- 
sucht man in der wasserigen Losung der Selendioxydoxal- 
siure die Oxalséure mittels wisseriger Calciumchloridlésung 
bei Zugabe von Kssigsiéure als Calciumoxalat auszufallen, so 
resultiert kein Calciumoxalat, sondern es bildet sich ein Nieder- 
schlag, der stetsfort neben Calciumoxalat noch Selendioxyd 
enthilt. Der Oxa!lsiuregehalt ist also in diesem Falle auf ge- 
wOhnlichem Wege nicht zu ermitteln, hingegen gelang die 
Bestimmung desselben auf folgende Weise: 

Man iiberschichtet die fiir die Analyse bestimmte Selen- 
dioxydoxalséuremenge mit einer geniigenden Menge absolutem 
Alkohol und tberlaft, um Selendioxyd und Oxalsiéure von ein- 
ander zu trennen, die Selendioxydoxalsiure etwa 1 Stunde 
unter gleichzeitigem wiederholtem Rihren der Einwirkung des 
Alkohols. Die Oxalsiure bleibt ungelést zuriick,!) wird ab- 
filtriert, mit absolutem Alkohol gut ausgewaschen und sodann 
in heigem Wasser auf dem Filter gelist. In der in einem an- 
gewirmten Becherglase aufgefangenen und durch wiederholtes 
Nachwaschen des Filters mit heif8em Wasser dargestellten Oxal- 
siiureldsung wird auf vorherige Zugabe von etwas Essigsaure 
die Oxalsiiure mittels wisseriger Calciumchloridlésung als Cal- 
ciumoxalat gefillt und als Caleiumcarbonat bezw. CaO bestimmt. 

Den Gehalt an Selendioxyd erhilt man in der Weise, dah 
die angewandte Selendioxydoxalséiuremenge gelinde in einem 
Porzellantiegel erhitzt und hernach gegliiht wird, bis die Masse 
rein weifi erscheint; alsdann wird nach dem Erkalten des Tiegels 
letztere mit einem Tropfen Salpeterséure befeuchtet und nun- 
mehr anfinglich bei bedecktem Tiegel ganz schwach bis zum 
konstanten Gewicht gegliiht. Der rein weife Riickstand ist 
alsdann das gewiinschte Selendioxyd. Die Zugabe von Sal- 
petersiiure hat den Zweck, die letzten Reste organischer Ge- 
bilde zu zerst6ren, da nur bei einseitigem Gliihen der Selen- 
dioxydoxalsiure die organischen Bestandteile niemals voll- 


!) Es ist méglich, daf§ die Unléslichkeit der Oxalsaiure in Alkohol 
in diesem Falle mit der Bildung eines Oxoniumsalzes — Oxalsiure-Alko- 
hol — im Zusammenhang steht. 























5 
z 





Selendioxydoxalsdureverbindung, ihre Darstellung u. Bedeutung. 213 


stiindig entfernt werden kénnen, hingegen mul} von diesem Zeit- 
punkt an das Gliihen nur noch schwach betrieben werden, da 
sonst Verluste von Selendioxyd in die Erscheinung treten kOnnen. 


Analyse des lufttrockenen Salzes. 
0,1034 g Selendioxyoxalsaéure gaben 0,039 g SeO, = 37,71°%o SeO, 


0,1015 » » >»  0,0386 » CaO = 61,2 % C,O,H,. 
Berechnet: Gefunden : 
38,17°)0 SeO, 37,71°/o SeO, 
61,83°/0 C,0O,H, 61,2 °/o C,O,H,. 


Uber den Einflu8 der Wirme und des Lichtes auf 
Selendioxydoxalsdure. 
Se0, - (C,0,H,),. 


Erwarmt man die urspriinglich weibe Selendioxydoxal- 
siure im Trockenschrank auf 90° wiihrend einer Stunde, so 
firbt sie sich blafrot, ohne dab das Gewicht der angewandten 
Substanzmenge sich verindert hatte oder dai beim Erkalten 
die Farbenverinderung wieder zuriickgegangen wire. Da Selen- 
dioxydoxalsaéure wasserfrei ist, so kann dies wahrscheinlich auf 
einer Veriinderung im Molekiilbau, auf einer Umlagerung in 
valenzchemischem Sinne beruhen. 

Ahnliche Farbenverinderungen, nur noch viel intensiver, 
treten bei der Einwirkung des Lichtes auf Selendioxydoxal- 
siure zutage. Setzt man Selendioxydoxalsiiure etwa 20 bis 
30 Tage der Lichtwirkung (Tageslicht) aus, so firbt sich die- 
selbe gelb mit Stich ins bréunliche, um dann beim Erwiirmen 
im Trockenschrank auf 90° wihrend einer Stunde in eine 
dunkel rotbraune Farbe tiberzugehen. Daf etwa die durch 
Warme erzeugte blabrote oder die durch Licht und Warme 
hervorgebrachte Farbe von reduziertem Selen herriihre, ist 
ausgeschlossen, was auf Grund der Lésungsverhiiltnisse der 
Selendioxydoxalsaure in Alkohol und ihrer Zersetzungsprodukte 
in Wasser leicht nachgewiesen werden kann. Beriicksichtigen 
wir ferner, dai das Selendioxyd durch Licht und Warme nicht 
verandert wird, was iibrigens schon Berzelius berichtet, 
so sind wir um so mehr tiberzeugt, dai die Bedingungen, 
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unter denen die soeben erwihnten Farbenverdnderungen ein- 
treten, nicht etwa nur auf die Anwesenheit des Selens im 
Molekiil zuriickzufiihren sind, sondern vornehmlich auf Grund 
der Konstitutionsformel, wie sie Verbindungen hoéherer Ord- 
nung zukommt, zu erkliren sind. Auf diese durch Warme und 
Licht erfolgten Farbenniiancierungen an vorliegendem Selensalz 
sei vor der Hand nur aufmerksam gemacht, ihre weiteren Er- 
gebnisse, ebenso die Darstellung einiger Salze der Selendioxyd- 
oxalsdure, da sie auch fiir physiologische Verhaltnisse Interesse 
bieten, werden in einer spiteren Arbeit bekannt gegeben werden. 
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Uber die <Restreduktion> des Blutes. 


Von 


0. Schumm. 





(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1917.) 








In ihrer im Jahre 1913 erschienenen Abhandlung «Zur Methodik 
der Blutzuckerbestimmung» behandeln W. Griesbach und H. Strafiner'‘') 
auch die Frage der sogenannten Restreduktion des Blutes. Ihre Unter- 
suchungen sind vorwiegend an Hundeblut ausgefiihrt worden; aufierdem 
priiften sie das Blut von zwei gesunden und vier an Nephritis leidenden 
Menschen. Auf Grund ihrer Befunde stellten sie den Satz auf, die «Rest- 
reduktion> im Blute sei <lediglich ein Produkt der alten Bangschen 
Methode>. 

In meiner im Jahre 1915 erschienenen Abhandlung (III.) iiber den 
Zuckergehalt des Blutes unter physiologischen und pathologischen Ver- 
haltnissen habe ich nachgewiesen, dafs die reduzierende Wirkung mit Hefe 
vergorener Blutausziige nicht nur durch die alte Bangsche Methode, 
sondern auch durch die von Griesbach und Strafiner bevorzugte Me- 
thode von Lehmann-Maquenne festgestellt werden kann.*) Im ent- 
eiweifiten Pferdeblut hat B. Oppler’) bereits im Jahre 1911 durch ge- 
naue Versuche reduzierende Substanz aufer Traubenzucker nachgewiesen. 

In einer neuen Mitteilung,*) in der Griesbach und Strafiner 
ihre Auffassung vom Wesen der Restreduktion zu rechtfertigen suchen, 
sprechen sie die Vermutung aus, dah mir der Unterschied zwischen den 
friiher und neuerdings von mir festgestellten Werten fiir die Restreduk- 
tion des normalen Blutes entgangen sei. Andernfalls, so meinen sie, 
wirde ich das Verhdltnis zahlenmafig hervorgehoben haben. Griesbachs 
und Strafners Auferungen zeigen, daft sie den Zweck meiner zugehdrigen 
Untersuchungen und Angaben verkennen. Zur Entscheidung der Frage, 
ob die sogenannte Restreduktion lediglich ein Produkt der alten 





1) Diese Zeitschr., Bd. 88, S. 199. 

2) Diese Zeitschr., Bd. 96, S. 204. 

3) B. Oppler, Die Bestimmung des Traubenzuckers in Harn und 
Blut. Diese Zeitschr., Bd. 75, S. 71. 

4) W. Griesbach und H. Strafner, Uber die «Restreduktion» des 
Blutes. Diese Zeitschr., Bd. 99, S. 224, 1917. 
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Bangschen Methode ist, geniigt es zweifellos, wenn gezeigt wird, dah 
die Restreduktion auch nach einer andern Methode nachgewiesen werden 
kann. Da dieser Nachweis von mir erbracht ist,') so ist Griesbachs 
und Strafiners Behauptung hinfallig. Zu einer zahlenmafigen Hervor- 
hebung des Verhiltnisses zwischen den frither und neuerdings von mir 
gefundenen Werten fiir die Restreduktion des normalen Blutes lag im 
Rahmen dieser Beweisfithrung ein Anlafi umsoweniger vor, als es sich 
bei meinen neuen Versuchen keineswegs um eine nachpriifende Wieder- 
holung unserer friiheren Untersuchungsergebnisse handelte. Die dlteren 
Befunde waren ja mit einer ganz abweichenden Arbeitsweise gewonnen: 
Vergéren des mit Wasser verdiinnten Vollblutes, danach Enteiweifen 
nach Michaelis und Rona und Titration nach Bang; bei den neuen 
Versuchen: Enteiweiflen nach Michaelis und Rona, danach Vergiren 
und Titration nach Lehmann-Maquenne. Daf die friiher*) von uns an- 
gegebenen Zahlen fiir die Restreduktion als betrachtlich zu hoch an- 
gesehen werden miissen, ist von mir in der «Zusammenfassung» meiner 
Abhandlung (III) klar ausgesprochen;*) um wieviel sie zu hoch sind, laft 
sich aus meinen neuen Versuchen nicht entnehmen, weil dabei, wie ich 
oben niiher angegeben habe, ganz abweichende Versuchsbedingungen be- 
standen haben. Mdglicherweise sind die bei dem friiheren Verfahren 
von uns gefundenen héheren Werte fiir die Restreduktion mit durch den 
Umstand bedingt, dafi das mit Wasser verdiinnte Vollblut ohne Vorbehand- 
lung zuniichst der Gérung unterworfen wurde. 

Bisher ist mit dem Ausdruck «Restreduktion» die im vergorenen 
Blute oder Blutauszuge nach der tiblichen Vorbehandlung nachweisbare 
Reduktionswirkung bezeichnet worden. Daf ein solches Verfahren ge- 
eignet sei, eine zuverlissige Bestimmung der in dem von Eiweif befreiten 
Blute neben Traubenzucker vorhandenen reduzierenden Stoffe zu gewahr- 
leisten, kann bezweifelt werden. Ich habe diese Frage in meiner letzten 
Abhandlung‘) verneint, weil nicht bekannt ist, ob und in welchem Um- 


') l. c., B. 96, S. 204. 

Anm. Die von Griesbach und Strafiner geiuferten Bedenken 
gegeniiber der Beweiskraft meiner Analysen sind leicht zu entkraften: 
Die Titrationsdifferenz zwischen Hauptversuch und Blindversuch betrug 
zwar unter 10 Versuchen dreimal nur 0,1 ccm, in den iibrigen Versuchen 
aber: 0,15; 0,2; 0,2; 0,3; 0,4; 0,45; 0,85 ccm, soda} ganz eindeutige Be- 
funde vorliegen. 

?)}O0. Schumm und C. Hegler, Untersuchungen tber den 
Gehalt des Blutes an Zucker unter physiologischen und _ pathologi- 
schen Verhaltnissen. II. Mitteilung. 1913. Mitteilungen aus den Ham- 
burgischen Staatskrankenanstalten. Verlag von Leopold Vof in Leipzig 
und Hamburg. 

‘) Diese Zeitschr., Bd. 96, S. 233. 

‘) l. c., Bd. 96, S. 233. 
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fange die neben dem Traubenzucker vorhandenen reduzierenden Bestand- 
teile der Blutausziige (oder Blutlésungen) bei den Girungsvorgingen zer- 
stiért, sowie bei der folgenden <Enteiweifiung»> mit dem Niederschlag ent- 
fernt werden. Von diesem Gesichtspunkt aus miifite man die bei einem 
solchen Vorgehen gefundenen Werte fiir die Restreduktion als Minimal- 
werte ansehen. Anderseits ist mit der Méglichkeit zu rechnen, daf durch 
den Giarungsvorgang reduzierende Stoffe neu gebildet werden. Unter 
diesen Umstanden erscheint es wiinschenswert, die Vergirung fortzu- 
lassen und die in dem eiweififreien Blutauszuge neben Traubenzucker 
vorhandenen reduzierenden Stoffe auf mdglichst geradem Wege einzeln 
oder in ihrer Gesamtheit zur Bestimmung zu bringen. Die Bezeichnung 
Restreduktion erhielte dann natiirlich eine andere Bedeutung, indem 
darunter die dem frischen eiweifffreien Blute unter Ausschlufi der redu- 
zierenden Wirkung seines Traubenzuckergehalts eigene reduzierende 
Wirkung zu verstehen ware. Die Restreduktion in diesem Sinne ist fiir 
normales menschliches Blut nicht genau bekannt, auf Grund neuerer Er- 
fahrungen aber teilweise schatzbar. J. Feigl’) berechnet bei der Be- 
stimmung mit der alten Bangschen Methode den durch stickstoffhaltige 
Krystalloide bedingten Anteil auf «ganz angenihert 4—9°/o des wahren 
Zuckers»>. Uber die Methode von Lehmann-Maquenne urteilt J. Feigl, 
dafs sie im allgemeinen niedrigere Werte giibe als die Methoden von Bang, 
aber in Fallen mit deutlicher Restreduktion sich nicht grundsiatzlich 
anders verhalte. Die von Griesbach und Strafiner ausgesprochene 
Ansicht, daf’ bei normalem menschlichen Blute eine die Blutzuckerbe- 
stimmung beeinflussende Restreduktion nicht vorhanden sei, halte ich 
nach obigen Ausfiihrungen fir strittig. Das vorliegende experimentelle 
Beweismaterial reicht zu einer erschépfenden Beantwortung der Frage 
meines Erachtens nicht aus. Man vergleiche hierzu auch die eingehenden 
Erérterungen in den Abhandlungen von B. Oppler und J. Feigl. Ob 
man bei der Blutzuckerbestimmung an normalem mensch- 
lichen Blute der Restreduktion eine praktische Bedeutung 
zuerkennen will, hangt davon ab, welche Genauigkeit der 
Zuckerbestimmung man verlangt. Dafi die Restreduktion 
beim Blute Kranker ganz wesentliche Betrage erreichen 
kann, ist jiingst von J. Feigl bestitigt worden. 

Leider findet sich in den Bemerkungen von Griesbach und 
StraBner unter anderm auch die Angabe, ich hatte bestritten, daB 
Bangs alte Methode zu hohe Werte liefere. Darin irren sich Griesbach 
und StraBner vollkommen. Ich fiihre doch auf S. 224 und 225 meiner 
Ill. Abhandlung in einer Tabelle 20 neue Untersuchungen meist patho- 
logischer Fille an, in denen die Blutzuckerbestimmungen sowohl nach 





‘) J. Feigl, Gesamtreduktion und Restreduktion des Blutes in Be- 
ziehung zu den reduzierenden Komponenten des Reststickstoffs. Bioch. 
Zeitschr. 77, S. 189. 1916. 
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Bertrand als auch nach Bang ausgefiihrt und dabei nach Bang durch- 
weg etwas hdhere Werte festgestellt sind. Auf S. 225 habe ich diese 
Unterschiede sogar im einzelnen besprochen! Freilich konnte ich, da sie 
in den meisten Fallen verhaltnismafig gering sind, mit Recht behaupten, 
dai es fiir die Bewertung dieser Fille durchaus geniigt hatte, wenn 
die Zuckerbestimmung nur nach der alten Methode von Bang ausgefiihrt 
worden ware. Ubrigens habe ich schon in unserer ersten Abhandlung 
angefiihrt, daf man nach Bangs alter Methode etwas hdhere Werte 
erhalt als mit den Methoden von Knapp und Bertrand. Ware ich der 
Ansicht gewesen, dai bei der alten Bangschen Methode in der Gesamt- 
reduktion lediglich der Traubenzuckergehalt zum Ausdruck komme, so 
hatte damals kein Anlafi vorgelegen, am vergorenen Blute den Versuch 
einer gesonderten Bestimmung der Restreduktion zu machen! 

Auf Seite 221 und 222 meiner III. Abhandlung') habe ich dann 
erwahnt, der Hauptzweck unserer friiheren Untersuchungen sei gewesen, 
einen allgemeinen Uberblick tiber das Vorkommen erhéhter Zuckerwerte 
bei Krankheiten zu gewinnen, und fiir diesen Zweck habe sich die alte 
Bangsche Methode in der von uns gewahiten Anwendungsart als zuver- 
lassig genug erwiesen; auf S. 223: dah die Methode genau genug er- 
scheint, um sie auch heute noch fir die praktisch wichtigen klinischen 
Blutzuckerbestimmungen benutzen zu kénnen. Zu demselben Urteit kommt 
auch J. Feig! in seiner Abhandlung.*) Im iibrigen kann ich nur noch- 
mals auf meine Angabe auf Seite 224 hinweisen, dafi im Frankfurter 
Institut von Liefmann und Stern bei 18 gesunden Mannern nach der 
Methode von Knapp ein mittlerer Wert von 0,086°/o, von uns bei 19 
gesunden Miinnern nach der alten Methode von Bang ein mittlerer Wert 
von 0,092°/o gefunden worden ist.*) Tachau‘) fand mit seiner Methode 
bei gesunden Menschen als Durchschnittswert 0,083°/o. 

Es ist Griesbach und Strafner ferner nicht gelungen, den 
Widerspruch aus dem Wege zu raumen, der darin liegt, dai sie Bangs 
Mikromethode (in der alteren Ausfiihrungsform) als fiir klinische Zwecke 
brauchbar und den iibrigen Methoden ebenbiirtig erklirt haben, der 
alten Bangschen Makromethode aber (wenigstens in unserem Falle) das 
Gleiche nicht zuerkennen, trotzdem nach den bisherigen Erfahrungen 


') Diese Zeitschr., Bd. 96, S. 204. 

*) J. Feigl, Gesamtreduktion und Restreduktion des Blutes in Be- 
ziehung zu den reduzierenden Komponenten des Reststickstoffs. Bioch. 
Zeitschr. 77, S. 217 (Fufhnote). 

*) 0. Schumm und C. Hegler, Untersuchungen iiber den Gehalt 
des Blutes an Zucker unter physiologischen und pathologischen Verhalt- 
nissen, I. Mitteilung, Mitteilungen aus den Hamburgischen Staatskranken- 
anstalten 1911, S. 440. Verlag von Leopold Vofh, Leipzig und Hamburg. 

*) H. Tachau, Eine neue Methode der Bestimmung des Blutzucker- 
gehaltes. Deutsches Archiv fiir Klinische Medizin, Bd. 102, 5.597. 1911. 
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angenommen werden muf, dafs nach beiden Verfahren durchweg ganz 
oder nahezu tibereinstimmende Werte gefunden werden! 

Uber die Methode von Lehmann-Maquenne habe ich das Urteil 
abgegeben, daf sie fiir die Untersuchung des menschlichen Blutes sehr 
geeignet sei, bei der Anwendung auf vergorene enteiweifite Blutausziige 
aber in einigen Fallen versagt habe. Griesbach und Strafiner') stellen 
dazu die Frage: «Sollte es etwa darin bestanden haben, daf in diesen 
Fallen nach der Vergirung reduzierende Substanz sich iiberhaupt nicht 
nachweisen lief, ganz in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen?> 
Ich antworte, daf das enteiweifite Gargut in schroffem Gegensatz zu dem 
gewohnlichen Verhalten in einigen Fallen nach Lehmann-Maquenne 
sich nicht titrieren lief, weil trotz Zusatzes einer wesentlich gréferen 
Menge Natriumthiosulfats als im Blindversuch keine Fntfarbung bezw. zu 
schnelle Nachblauung eintrat. Diese Erscheinung habe ich zwar damals 
nur in einigen Fallen bei vergorenen hefereichen Blutausziigen beobachtet, 
méchte aber nicht behaupten, daf§ sie nicht auch bei unvergorenen 
Blutausziigen vorkommen kann. Ubrigens haben W. Griesbach und 
H. Strafiner in ihrer ersten Abhandlung ja selbst daran erinnert, dah 
die Methode von Lehmann-Maquenne nach A. Lob bei Schweineblut 


versagt hat. 


Schlufhsiatze. 


1. Das Blut gesunder Menschen enthalt aufer Traubenzucker 
geringe, das Blut Kranker nicht selten sehr beachtenswerte Mengen redu- 
zierender Stoffe. Ihre Bestimmung durch Priifung des in tblicher Weise 
enteiweifiten vergorenen Blutes mit Kupferreduktionsmethoden ist un- 
sicher, teils weil die Wirkungsart der in solchen Lésungen gegebenen 
Stoffgemische gegeniiber dem Reagens schwer oder gar nicht tibersehbar 
ist, teils weil der urspriingliche Bestand des Blutes an den neben Trauben- 
zucker vorhandenen reduzierenden Stoffen durch das Wirken der Hefe 
und den Eintritt von Hefebestandteilen veraindert werden kann. 

2. Ein fiir klinische Reihenuntersuchungen geeignetes einfaches 
Verfahren zur genauen Bestimmung der neben dem Traubenzucker vor- 
handenen reduzierenden Stoffe des Blutes (Restreduktion) ist nicht bekannt. 
Das von B. Oppler angegebene und mit Erfolg angewandte (Garung 
und Polarisation einschliefende) Untersuchungsverfahren erscheint fiir 
solche Zwecke nicht einfach genug, laf{t sich aber méglicherweise in 
eine geeignete einfachere Form bringen. In gewissen pathologischen 
Fallen dirfte die von J. Feig] gewahlte Untersuchungsweise (Bestimmung 
der Gesamtreduktion und der durch die N-haltigen Krystalloide bedingten 
Reduktion) sich vorderhand als ausreichend erweisen. 





') W. Griesbach und H. Strafiner, Uber die Restreduktion des 
Blutes. Diese Zeitschr., Bd. 99, S, 228. 1917. 
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3. Von den zur Blutzuckerbestimmung meist benutzten Kupfer- 
reduktionsmethoden geben die alte Methode von Bang (in der von uns 
geiibten Anwendungsweise) und die Bangsche Mikromethode (in der von 
Bang zuerst beschriebenen Form) durchweg etwa gleich hohe Werte. 
Die Methode von Lehmann-Maquenne gibt durchweg etwas niedrigere 
Werte als die alte Methode von Bang. Aus den von mir mitgeteilten 
vergleichenden Bestimmungen am Blut von 20 Menschen nach der 
Methode von Bertrand und der alten von Bang ergibt sich, daB8 auch 
die alte Bangsche Methode fiir die gew6hnlichen klinischen Blutzucker- 
untersuchungen geniigend genau ist. Die Methode von Lehmann- 
Maquenne hat den Vorzug, dafi der weniger Geiibte sie leichter richtig 
handhabt als die Methoden von Bang. 








Berichtigung 
zu S. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Experimentelle 
Studien tiber den Nucleinstoffwechsel. IV. Mitteilung. 


In der fiir die Triphosphonucleinséiure und Hefenuclein- 
siiure angenommenen Formel muf die Glycosidbindung beim 
Cytidinkomplex nicht in (1.), sondern in (3.) Stellung des Pyri- 
midins geschrieben werden und zwischen (1.) und (6.) eine 
doppelte Bindung treten. 























Zur Bestimmung des Schwefels im Harn. 
Von 


H. J. Hamburger, Groningen (Holland). 


Mit zwei Abbildungen im Text. 





(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1917.) 


I. Einleitung. 


Eine intensive Bearbeitung des Schwefelhaushalts im Orga- 
nismus steht noch immer aus. Daf solchen Studien groBes Ge- 
wicht beigelegt wird, diirfte schon aus der vielen Miihe hervor- 
gehen, die sich hervorragende Forscher, wie Salkowski, Folin, 
Abderhalden u. a. gegeben haben, um eine zuverlissige Me- 
thode ausfindig zu machen, welche erlaubt, den Gesamtschwefel 
des Harns quantitativ zu bestimmen.!) Die samtlichen vorge- 
schlagenen Methoden stimmen darin tiberein, dab sie den Schwefel, 
insoweit derselbe noch nicht in Sulfatform vorhanden ist, in SO, 
umzuwandeln sich bestreben. Sodann wird letzteres durch BaCl, 
in Gegenwart von HCl! gefallt, getrocknet und gewogen.?) 

Ich glaube wohl nicht fehlzugehen, wenn ich behaupte, 
da8 insbesondere der letzte gemeinschaftliche Teil der Me- 
thoden einem intensiven Studium des S-Haushaltes bis jetzt 
im Wege gestanden hat. Nehmen ja Gewichtsanalysen viel 





1) Man vergleiche fiir die Literatur bis 1910 Neubauer-Huppert, 
Analyse des Harns, und C. Neuberg, Der Harn. 

*) Rosenheim und Drummond (The Biochemical Journal, Bd. 8, 
S. 143 (1914) haben zur Bestimmung des SOQ, eine mafhanalytische Methode 
vorgeschlagen. Sie beruht auf der Fallung des SO, mittels Benzidin und 
Titration des ausgewaschenen Niederschlags mit KOH. Wir haben diese 
Methode ausfiihrlich gepriift und fiir die Bestimmung des Sulfatschwefels 
ausgezeichnete Resultate damit bekommen. Ganz unbefriedigend jedoch 
waren die Resultate bei der Ermittlung des Gesamtschwefels. So 
wurde vom hinzugefiigten Sulfat nur ein kleiner Teil zuriickgefunden. Es 
ergab sich, dafs dies da herriihrte, dafi in dem mit Salpeter-Sodagemisch 
behandelten Urin (vgl. unten S.:228), das SO, nur sehr unvollkommen vom 
Benzidin gefallt wird: im Filtrat des gebildeten Benzidinsulfats erzeugte 
BaCle --+ HCl noch einen bedeutenden Niederschlag. 
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Zeit in Anspruch und werden sogar driickend, wenn es sich wie 
hier um Reihenuntersuchungen handelt. Dazu kommt, daB die 
quantitative Gewichtsbestimmung des SO, zu den schlechtesten 
der anorganischen Chemie gehort. Man lese z. B. Treadwells 
Buch iiber quantitative Analyse (4. Auflage, 1907, S. 353). Es 
stellt sich dann heraus, dab, selbst wenn man BaCl,-Lésung 
zu reiner verdiinnter Schwefelsiure hinzufiigt, das Gewicht des 
Niederschlags nicht immer dasselbe ist. Es wird dann BaCl, 
eingeschlossen und zwar in einer Quantitaét, die u. a. von der 
Weise abhingig ist, in der man BaCl, hinzufigt, d. h. ent- 
weder tropfenweise, oder mit einem Male. Handelt es sich um 
eine reine Na,SO,-Lésung, so wird die Sache komplizierter, 
und die Komplikation nimmt zu, wenn zu gleicher Zeit noch 
andere Sulfate zugegen sind; insbesondere sind Calcium- 
und Eisensalze schadlich. Sie scheinen von dem BaSQ, ad- 
sorbiert zu werden. Ks ist nicht lange her, daB M. J. van 
’t Kruys ausfihrliche systematische Untersuchungen iiber das 
Thema angestellt hat.) Schlieflich dufert er sich folgender- 
mafen: « Wie einfach eine Baryumsulfatbestimmung auch scheint, 
so zeigt sich doch, daf in Wirklichkeit die Ausfiihrung der- 
selben mit mehreren Ungenauigkeiten behaftet ist, die sogar 
trotz aller méglichen Vorsicht nicht vermieden werden kénnen». 
Die Methode, die er dann vorschlagt, um die Fehler teilweise 
zu vermeiden, ist noch ziemlich kompliziert. 

Gelegentlich physikalisch-chemischer Untersuchungen tiber 
die Austauschbedingungen von Kaliumionen?) zwischen Blut- 
kérperchen und Serum war es notwendig, eine Methode fiir 
die quantitative Bestimmung duferst geringer Kaliummengen 
zu besitzen. Nach langem Suchen wurde ein mikrovolu- 
metrisches Verfahren ausfindig gemacht, das darauf beruhte, 
dab K als Cobaltgelb niedergeschlagen und dessen Volumen nach 
dem Zentrifugieren gemessen wird. Nach genau demselben 
Prinzip nun haben wir die SO,-Menge ermittelt, indem anstatt 
des Gewichts das Volumen des BaSO, gemessen wurde und ver- 


') van ’t Kruys, Zeitschr. f. anal. Chem., Bd. 49, S. 393 (1910), 
*) Hamburger, Wien. med. Wochenschr., Nr. 14 u. 15, 1916. Fest- 


schrift fiir Prof. Exner. 
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glichen mit dem BaSO,-Volumen, das man erhialt, wenn in 
4 ccm einer 2°/oigen Lésung von Na,SO, das SO, als BaSO, 
gefallt und auf mikrovolumetrischem Wege bestimmt wird. Bei 
dieser volumetrischen Methode fallen, wie vielfache Versuche 
gelehrt haben, bei Einhaltung gewisser Kautelen die der Ge- 
wichtsanalyse anhaftenden Fehler weg. Ich habe an anderer 
Stelle dariiber berichtet,!) kann aber jetzt noch eine bedeutende 
Vereinfachung des Verfahrens mitteilen. 


II. Die Methode der SO,-Bestimmung. 
1. Bildung des BaSO,-Niederschlags. 


Ein dickwandiges Glasrohr wird mit 5 ccm der zu unter- 
suchenden SO,-Lésung und 21/2 cem HCl 1: 1 RAT 





a] 
v3 


beschickt. In ein kleineres, mit Glasstab ver- \ rie ‘) 


sehenes Glasrohr werden 5 cem einer 2,44 °/o- 
igen Lésung von BaCl,-2 aq. pipettiert und 
auf diese Lésung werden aus einer kleinen 
Tropfflasche 6 Tropfen Aceton getrépfelt, je- 
doch nicht mit der BaCl,-Lésung vermischt. 
Unmittelbar nachher wird das kleine Réhrchen 
in das grofe versenkt und mittels eines gut 
passenden Korkstopfens in demselben befestigt. 
Diese Befestigung wird dadurch gesichert, daf 
der Glasstab in ein im Kork angebrachtes 
Loch pa&t. Dann schiittelt man einige Male 
um und es hat sich ein gleichmifiger mi- ) 
kroskopisch feiner krystallinischer Niederschlag 

gebildet. Nachdem eine Spur von diesem mi- 
kroskopisch untersucht worden ist, wird das Fig. 1. 
Volumen des Niederschlags bestimmt. 'j, natiirl. GroBe. 
































2. Vermischung von Flissigkeit und Reagens. 
Mikroskopische Priifung des Niederschlags. 
Wie im soeben genannten Aufsatz?) betont wurde, hangt 
das Volumen in hohem Grade von der Grofe der Krystallchen 





1) Hamburger, Biochem. Zeitschr., Bd. 77, S. 168 (1916). 


7) Hamburger, Biochem. Zeitschr., Bd. 77, S. 160 (1916). 
16* 
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ab. Nun kann es sich selbst bei Doppelversuchen ereignen, 
daB in einem Fall die Krystallchen etwas gr6Ber sind als in 
einem andern Falle. Darum ist es notwendig, den Niederschlag 
mikroskopisch zu untersuchen. Man kann dann, wenn notig, 
mittels eines Probepraparates, das man vorratig hat, feststellen, 
welches Volumen diesen Krystallchen entspricht. Wir wollen, 
um die Sache zu verdeutlichen, ein Beispiel nennen.*) 

Wenn man in der angegebenen Weise 4 ccm einer 
2°/oigen Lésung von Na,SO, - 10 aq. +- 1 ccm Wasser +- 2,5 ccm 
HC] 1:1 mit der acetonhaltenden BaCl,-Lésung behandelt, 
so bekommt man nach Zentrifugierung gewodhnlich ein 
Volumen von 81,5 Teilstrichen von 0,0004 ccm) in unserm 
Hiimatokrit. Sind aber die Krystéllchen ausnahmsweise etwas 
groBer, so wird auch das Volumen der BaSO,-Saule gréBer 
sein, z. B. 82 oder 84. Da man nun bei der Methode aus dem 
Volumen des Niederschlags auf die vorhandene BaSO,-Menge 
schlieBt, muB man die KrystallgroBe beriicksichtigen. Es ist 
vielleicht empfehlenswert, hier ein paar Zahlen zu geben. Es 
wird z. B. nach Vermischung mit der genannten BaCl,-Lésung 
ein BaSO,-Niederschlag von 20 Volumteilen gefunden. Das mi- 
kroskopische Bild zeigt eine Krystallgr6e, welche gesehen wurde, 
als 4 cem der 2°%oigen Na,SO,-Lésung nicht 81,5, wie gewohn- 
lich, sondern 84 Volumenteilen BaSO, entsprachen. Hieraus geht 


hervor, dal} die gefundenen 20 Volumenteile rx 4-com der 


2 
Na,SO,-Lésung entsprechen und nicht os x 4 cem. 


Wie gesagt, entspricht die von uns gefundene Krystall- 
grobe fast immer 81,5. Das wird dadurch erreicht, dab 
das Aceton nicht mit der BaCl,-Lésung vermischt, 
sondern ohne weiteres auf die Lésung getropfelt wird, 
ohne daB eine absichtliche Vermischung mit der BaCl,- 
Lésung erfolgt. Dieser einfache Kunstgriff hat die weitere 
Apparatur, welche in der vorigen Arbeit beschrieben wurde, 
iiberfliissig gemacht. Denn es hat sich merkwirdigerweise ge- 
zeigt, daB besondere Vorsichtsmafregeln fiir die Geschwindigkeit 





‘) Man vergleiche auch in den Protokollen z. B. Versuch AI, 8S. 10. 
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der Vermischung von Reagens und Harn dann nicht mehr 
notig sind, mit andern Worten, da jetzt diese Geschwindig- 
keit keinen nennenswerten Einflu8 mehr auf die GleichmabBig- 
keit des krystallinischen Niederschlags und auf die Gréf8e der 
Krystillchen hat. Die Methode ist dadurch in bedeutendem 
Mafe vereinfacht. 


3. Uberfiihrung des Niederschlags in den Chono- 
hamatokrit. 


Unmittelbar nachdem die Vermischung von Harn und 
Reagens stattgefunden hat, wird der Korkstopfen entfernt und 
auch das kleine Réhrchen aus dem grofen ge- 
nommen. Dann wird die nochim kleinem Rohrchen ~ FP 
sich befindende und daran haftende triibe Fliissig- ri 
keit in das grofe Rohr tibergegossen und sorg- 
faltig abgestrichen. Ein Nach- oder Abspiilen der 
Spuren noch anhaftenden Niederschlags ist, wie | 
die Erfahrung gelehrt hat, iiberfliissig. Ist ja der 
durch diese Vernachlassigung herbeigefiihrte 
Fehler irrelevant. Also eine zweite Vereinfachung! 

Zuweilen ereignet es sich, da’ der Nieder- 
schlag sich nicht unmittelbar vollstandig aus- ‘ 
bildet. Es scheint das durch die Anwesenheit di 
anderer Stoffe verursacht zu werden. Deshalb if 
ist es empfehlenswert, vor der Abzentrifugie- It 
-rung den Niederschlag noch zwei Stunden sich ! 
selbst zu tiberlassen. 


























4 bs 

Jetzt wird, um das UbermaB von Mutter- ik, 
lauge entfernen zu kénnen, das Rohr kurze Zeit / 
zentrifugiert. Die klare Mutterlauge kann dann ‘ 
abgegossen werden. Sie wird aber nicht weg- a, 


geworfen, sondern in einem Reagenzglas auf- 
bewahrt. Zunachst wird ein Teil benutzt zum 
Auflockern des Sedimentes und zum Nachspiilen des Riick- 
standes. Auch wird ein wenig von dieser Mutterlauge mittels 
einer Glaskapillare in den Chonohiamatokrit iibergebracht, in- 
dem man das Ende der Kapillare auf dem Boden ruhen und 


Fig. 2 
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die Fliissigkeit ausflieBen laBt. Es geschieht das, um die gleich- 
maBige Senkung des Niederschlags zu bef6rdern. 

Um den Niederschlag in den Himokrit tiberzubringen, wird 
ein wenig Mutterlauge hinzugefiigt und gut vermischt. Es er- 
folgt dies am bequemsten dadurch, dafi man mittels eines zu 
einer Kapillare ausgezogenen Glasréhrchens aufsaugt und aus- 
blast, bis schlieBlich eine homogene Suspension erhalten wird. 
Diese wird dann in das Trichterchen des Hiamatokrits iiber- 
gefiihrt. Natiirlich muB der im Rohr sich befindende Riickstand 
mit etwas neuer Mutterlauge vollstaéndig aus dem Glasrohr ent- 
fernt werden. Die Beschickung des Glasréhrchens mit einem 
Gummischlauch diirfte manchem bequem sein. 

Die Zentrifugierung erfolgt in der gewOhnlichen Weise bis 
zum konstanten Volumen. Dazu geniigt eine halbe Stunde, wenn 
die Geschwindigkeit 3000 Touren pro Minute betrigt. Sie wird 
etwas linger dauern, wenn der Gang ein langsamerer ist. 

Wir zentrifugieren gewohnlich 12 Versuche gleichzeitig. 

Uber die Reinigung der Himatokrite und iiber Zentrifugen 
vergleiche man unsern Aufsatz in der Biochem. Zeitschr., Bd. 71, 


S. 415 (1915). 


III. Anwendung der Methode fir die drei Schwefelformen im Harn. 


1. Sulfatschwefelsidure. 


Die Bestimmung der Sulfatschwefelsaéure ist sehr einfach. 
h ccm des Harns werden mit 2'/2 com HC! 1:1 (1 Vol. kon- 
zentrierte Salzsiure +- 1 Vol. Wasser) in dem weiten Glasrohr 
vermischt. Nachdem das kleinere Réhrchen mit 5 ccm BaCl,- 
Lésung und 6 Tropfen Aceton in der angegebenen Weise be- 
schickt ist (Aceton und BaCl, nicht im Roéhrchen vermischen!), 
werden Fliissigkeit und Reagens durchgeschiittelt, um dann 
weiter behandelt zu werden wie oben beschrieben. 

Da 5 cem Harn zuweilen nicht mehr als 15 Volumteile BaSO, 
liefern und man gewohnlich viel mehr Harn zur Verfiigung hat, 
ist es empfehlenswert, etwa 4 Proben von 5 ccm Harn einzu- 
setzen und wenn der Niederschlag zu gering scheint, den Inhalt 
der 4 weiten Glasréhren in einem noch gr6éSeren Zentrifugen- 
rohr zu vereinigen, sodaf$ man den BaSO,-Riickstand von 20 ccm 
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Harn bekommt. Man wird dann z. B. 60 Volumteile bekommen, 
wodurch der prozentische Fehler geringer wird. 


2. Atherschwefelsdure. 


Zur Bestimmung der Atherschwefelsiiure wurde, wie ge- 
wohnlich, der Harn mit verdiinnter Salzsiure erhitzt. Es wird 
in dieser Weise bekanntlich die SO, der Atherschwefelsiure frei 
und fiigt sich zu der bereits vorhandenen Sulfatschwefelsiure. 
Zieht man davon die der Sulfatschwefelsiiure entsprechende 
SO,-Menge ab, so bekommt man das Gesuchte. Man hat des- 
halb nur zu dem mit HCl behandelten Harn BaCl,-Lésung 
+ Aceton hinzuzufiigen und das Volumen des BaSO,-Nieder- 
schlags zu bestimmen. Man denke bei der SO,-Bestimmung 
daran, daf behufs der Umsetzung der Atherschwefelsiuren 
bereits die nétige Menge HCl zu der Fliissigkeit hinzugesetzt 
war. (Vgl. Versuche B und B’ in den Protokollen, aus denen 
man auch ersieht, dafi hinzugefiigtes SO, zuritickgefunden wird.) 


3. Gesamtschwefel bezw. Neutralschwefel. 


Bekanntlich sind fiir die Bestimmung des Gesamtschwefels 
(Schwefel der Sulfatschwefelsiure +-Schwefel der Atherschwefel- 
sdure ++ Neutralschwefel) mehrere Methoden angegeben worden, 
die, wie bereits gesagt, darauf hinzielen, den Schwefel, insoweit 
derselbe es noch nicht ist, in SO, tiberzufiihren. Es handelt 
sich also um eine Oxydation bezw. Umwandlung des oft in 
verwickeltem Zustand vorhandenen Schwefels zu SO,. Die um- 
fangreiche Literatur iiber diesen Gegenstand labt es deutlich 
erscheinen, dafi es sich hier nicht um eine leichte Aufgabe 
handelt.!) Auferdem wird die Bestimmung des Gesamtschwefels 
noch dadurch erschwert, daB, wie noch neuerdings besonders 
Salkowski?) hervorgehoben hat, fliichtige S-Verbindungen bei 
der Behandlung entweichen, wenn keine VorsichtsmaBregeln 
getroffen werden. Wie schwierig und zu gleicher Zeit unzu- 
verlassig einige der vorgeschlagenen Methoden sind, haben wir 





’) Neubauer-Huppert, Der Harn I, S. 106 (1910); C. Neuberg, 


Der Harn I, S. 139 ff. (1911). 
*) Vgl. z. B. Salkowski, Biochem. Zeitschr., Bd. 79, S. 68 (1917). 








228 H. J. Hamburger, 


erfahren miissen, als wir, nach diesen arbeitend, bei den Parallel- 
versuchen schlecht iibereinstimmende Resultate erhielten und 
weiter als nach Hinzufiigung einer bekannten SO,-Menge zum Harn 
zu wenig oder zu viel! SO, zuriickgefunden wurde. Uber die ver- 
schiedenen Methoden zur Bestimmung des Gesamtschwefels, tiber 
die Dr. J. de Haan im hiesigen Institut vergleichende Unter- 
suchungen angestellt hat, wird er spiater berichten. 

Von den von uns selbst erprobten Methoden hat schlieBlich 
die, nach welcher mit Soda und Salpeter behandelt wird, aus- 
gezeichnete Resultate geliefert. Diese Methode, welche gewohn- 
lich als Priifstein anderer Methoden gebraucht zu werden pflegt, 
ist jedoch in der bis jetzt angewandten Form umstandlich und 
wurde deshalb wenig beniitzt. Sie wurde aber von Fraulein 
EK. van Dam und Dr. J. de Haan vereinfacht und verbessert. 
Es ist also empfehlenswert, die hier angewandte Ausfiihrung 
zu beschreiben. 


Modifizierte Schmelzmethode mit Salpeter und Soda. 


13 g KNO, und 4 g krystallisierte Soda, beide SO,-frei, 
werden in 100 ccm Wasser aufgelést. Von diesem Gemisch 
werden 10 ccm zu 25 ccm des zu untersuchenden Urins hinzu- 
gefiigt, der sich in einem Kjeldahl-Kolben von 500 ccm 
befindet. Die 35 ccm werden auf der offnen Flamme unter Hin- 
und Herbewegen eingedampft und der Riickstand erhitzt. Erst 
sieht man Verkohlung der Masse, dann schmilzt sie und wird 
gelblich-weif. Wa&ahrend der Kolben noch warm ist (nicht ab- 
kiihlen lassen), wird vorsichtig erst Wasser, dann etwa 25 ccm 
konzentrierte Salzsiiure hinzugefiigt, wodurch sich nitrose Dampfe 
entwickeln. Nachdem die Fliissigkeit wieder auf der offnen 
Flamme getrocknet ist, wird abermals Salzsaure hinzugefiigt, 
eingedampft, und diese Einwirkung zum dritten und vierten 
Male wiederholt. In dieser Weise wird das NO, so gut wie 
vollstandig entfernt. Das ist unerlaflich, weil die Gegenwart von 
NO, das Volumen des BaSO,-Sedimentes erheblich vergrofert. 
So wurde z. B. gefunden, daB 4 ccm einer 2° /oigen Na,SO,- 
Lésung nach Hinzufiigung von 1 ccm des genannten Salpeter- 
Soda-Gemisches statt 81,5 mehr als 150 Teilstriche lieferten ! 
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Der ganz oder nahezu NO,-freie weife Riickstand wird in 
ein wenig Wasser aufgeldst. Dann werden 12!/2 ccm Salzsaure 
1: 1 hinzugefiigt und der nunmehrige Inhalt des Kolbens in einen 
MeBzylinder tibergebracht und unter Ausspiilen des Kolbens auf 
37!/2cem mit Wasser angefiillt. Die also erhaltene Fliissigkeit 
ist triibe durch Kieselsdure (der Kolben wird bei der Einwirkung 
etwas angegriffen). Die Tribung kann aber leicht abfiltriert 
werden. Jetzt ist die Fliissigkeit fertig zur SO,-Bestimmung. 

Von dieser LOsung werden je 7/2 ccm in das weite Glas- 
rohr abgemessen, wihrend das kleine wieder mit 5 ccm der 
BaCl,-Lésung und mit sechs Tropfen Aceton beschickt wird. 
Nach der beschriebenen Vermischung von Reagens und zu 
untersuchender Flissigkeit wird das gebildete BaSO, in der 
angegebenen Weise volumetrisch bestimmt. 

Diese Methode hat schéne tibereinstimmende Resultate 
aufgeliefert. Auch wurde das vor und nach der Oxydation hin- 
zugefiigte Na,SO, wieder zuriickgefunden, wie aus den nach- 
stehenden Protokollen hervorgeht. 

Die Vorteile der beschriebenen Oxydation sind folgende: 

1. Die ganze Oxydation und die Vertreibung des NO, 
findet in demselben GefaS statt, dessen schriige Lage auBerdem 
dafiir garantiert, dai kein SO,-Verlust stattfindet. 

2. Die Vermischung mit Salpeter-Soda-Lésung gewihr- 
leistet eine bessere Vermischung und also eine vollstandigere 
Oxydation, als Zusammenreibung des Harnriickstandes mit dem 
trocknen Salpeter-Soda-Gemisch. 

3. Die ganze Oxydation inklusive Vertreibung des NO, 
erfolgt in 3/4 Stunden. 

Bedenkt man nun, daf in den in dieser Weise erhaltenen 
SO,-Lésungen das SQ, von mehreren Versuchen zu gleicher 
Zeit bestimmt werden kann, so ergibt sich, dafi wir jetzt iiber 
eine genaue Methode verfiigen, welche imstande ist, viele SO,- 
Bestimmungen an einem Tage auszufihren. 


IV. Zusammenfassung. 


Die beschriebenen Untersuchungen haben in der Haupt- 
sache folgendes ergeben: 
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1. Der als Sulfat, als Atherschwefelsdure und als Neutral- 
schwefel im Harn vorhandene S laBt sich getrennt wie auch sémt- 
lich mittels BaCl, und Aceton in genauer und einfacher Weise 
auf mikrovolumetrischem Wege als BaSO, bestimmen. 
GroéBere Fehler als von 0,000294 g SO, = 0,000098 g S braucht 
man bei der SO,-Bestimmung nicht zu machen. Es liegt auf 
der Hand, daB, wenn eine geniigende Urinmenge zur Verfiigung 
steht, der mittlere Fehler durch Anstellung mehrerer Parallel- 
versuche eingeschrinkt werden kann, was nur sehr wenig Ver- 
mehrung von Zeitaufwand herbeifiihrt. 


2. Die zur Bestimmung des Gesamtschwefels erforderlichen 
Umwandlungen in SOQ, erfolgen durch Behandlung des Harns 
mit Salpeter-Soda-Gemisch und zwar nach einer vereinfachten 
Methode, welche erlaubt, diese Einwirkung in °/4 Stunde voll- 
standig auszufiihren. 


3. Infolge des sub 1 und 2 Hervorgehobenen wird es jetzt még- 
lich sein, den S-Stoffwechsel im Organismus intensiv zu bearbeiten. 


Protokolle. 
A. Bestimmung des Sulfatschwefels. 


A I. 200 ccm Harn +- 30 ccm Wasser. 


Von dieser Fliissigkeit wird in je 2 X 5ccm der SO,-Gehalt da- 
durch bestimmt, da die BaSO,-Mengen aus 2 Proben von je 5 ccm Harn 
in einem Himatokrit zusammengefiigt werden. 














200 ccm Harn | Anzahl | ¢vetall Anzahl Verteil. Gramm SO,?) 
+- 30 ccm | , | =o BaSO . 
Wasser Vertormng) grife umgerechnet auf} ' £0 ccm Harn 
BaSO, | 1 Mittelzahl 

ccm ¢ | 8 a) 

2x5 54 84 ') a xX = 52,71 < 0,000294 
84 3 fi X Y, £ 

2x 5 55 84 X (54+ 55+54);} = 0,015497 g 

2x5 54 84 == §2,71 - 














- 1) Die Krystallchen haben hier die Gréfe, wie diese gefunden wurde, 
als 4ccm einer 2°/oigen Na,SO,-10aq.-Lésung. 84 Verteilungen BaSO, 
lieferten statt wie gewohnlich 81,5 (vgl. S. 224). 

7) 4 ccm einer 2°%oigen Lésung von Na,SO, - 10 aq. enthalten 


0,02386 g SO, und liefern 81,5 Verteilungen BaSO,. Jede Teilung, welche 
einem Volumen von 0,0004 ccm entspricht, stimmt also tiberein mit — 


= 0,000294 g SO,. 
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A II. 200 ccm Harn ++ 30 ccm Wasser. 
Alles wie in Versuch A I. 


—————————————————— 














200 ccm Harn Anzahl Krystall- Gramm SO, in 10 ccm 
-+ 30 ccm Wasser Verteilungen - Harn 
eh BaSO, — Mittelzahl 
2X5 67 81,5 ls X (67 +- 66 + 67) 
2x5 66 81,5 x 0,000294 g 
5X5 | 67 81,5 = Caees 
A Ill. 200 ccm Harn + 30 ccm Wasser. 
Alles wie in Versuch A I. 
2X5 72 81,5 | le X (72 + 73 + 73,5 
2x5 73 81,5 + 74,5) 
2X5 73,5 81,5 | x 0,000294 g 
2x5 745 | 815 | = 002154 ¢ 





A lV. 200 ccm + 30 ccm Wasser. 
Hier wurde das BaSO, von je 5 ccm Harn ermittelt. 
































200ccm Harn! Anzahl | .. Anzahl Verteil. Grameen SO 
+- 30 ccm | Krystall- BaSO ' zs 
? Verteilg. « in 10 ccm Harn 
Wasser | 2 gréfe | umgerechnet auf! ; 
pen | Baso, 81,5 | Mittelzahl 
5 40,5 84 815, 1 
“ax A = 2 39,63 
. a | OB x G05 + 41] >< 0,000294 g 
5 405 | 84 + 40,5 + 41,5); — 0,02325 g 
5 415 | 84 == 39,63 
AV. 200 ccm Harn +- 30 ccm Wasser. 
Alles wie in Versuch A IV. 
200 ccm Harn Anzahl Krystall- Gramm SQ, in 10 ccm 
-++ 30 ccm Wasser ~~ gréBe waa - 
— aSO, ittelza 
5 16,5 81,5 2x Ys & (16,5 +17 
5 17 81,5 + 16)  0,000294 g 
5 16 81,5 we 

















H. J. Hamburger, 








$1 
4 
t 
3 
Ei 








A VI. 200 ccm Harn + 30 ccm Wasser. 
Alles wie in Versuch A I. 
200 cem Harn | Anzahl Krystall- Gramm SO, in 10 ccm 
-++- 30 ccm Wasser | Verteilungen Z Harn 
| BaSO | grohe Mittelzahlen 
ccm as ‘ 
2X5 | 37 | BAD /s X (37 + 37 + 37,5) 
2x5 | 37 | 81,5 X 0,000294 g 
2x5 | 375 #=+| ~~ stp = 0,01008 ¢ 





Man bekommt in den oben mitgeteilten Versuchsreihen 
einen Eindruck von der Ubereinstimmung zwischen den Pa- 
rallelversuchen (Spalte 2). 


A. Bestimmung des Sulfatschwefels, wenn dem Harn eine 
bekannte SO,-Menge hinzugefugt worden ist. 


A’ lI. Zu 200 ccm desselben Harns wie in AI gebraucht wurde, 
werden 30ccm Na,SO, 10 aq. 2°/o hinzugefiigt. Von je 2 5ccm dieser 
Fliissigkeit wird der BaSO,-Gehalt ermittelt. 

10 ccm dieses Harns + Sulfat miissen also mehr geben als 10 ccm 
von 200 ccm Harn -+- 30 ccm Wasser und zwar: 



































10 10 
<< 80 ¢ S . 2° = — < 0965 g = 
930 30 ccm Na,SO, 10 aq. 2°/o 330 « 30 x 0,005965 g = 0,00778 g 
201) com | 
oe Anzahl |__ Anzahl Verteil. | Gramm SO, in 10 ccm 
_. |Krystall- BaSO Harn 
-+ 30 ccm | Verteil. va Mittelzahl 
Sulfat | gréfe | umgerechnet auf 
BaSQ, 815 
ccm ’ Gefunden | Berechnet') 
2X5 | & | Bk | 818 e 80,367 0,015497 
2x5 | 83 | 84 (88 884-885 < 0,000294 g| + 0,00778 
‘ ‘ o 
92> 5 82.5 | 84 — 80,367. |= 0,02363 g | = 0023277 g 
A’ Il. Derselbe Harn wie von A II. 
Alles genau wie bei A’ I. 
2X5 | 95, 82 1 81,5 
ee 3 XB : 
2x5 | 93 | 82 (95,5 4.93) 93,67 0,0196 
9 5 | 96,5 84 "815 “” |< 0,000294 g| -- 0,00778 
| + BE = 0,02754 g |= 0,02738 g 
X 96,5 = 93,67 














‘) Vgl. Versuch AI. Berechnet aus der Mittelzahl des vorigen Ver- 
suches (A I) und der hinzugefiigten Na,SO,-Menge. 
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A’ Ill. Derselbe Harn wie von A III. 
Alles genau wie in Versuch A’ I. 
= com par | Anzahl Verteil. | Gramm SO, in 10 cem 
arn . {Krystall-| BaSO Harn 
-+ 30 ccm| Verteil. ° Mittelzahl 
Sulfat * cydffe |Umgerechnet auf} rein 
BaSO, * 815 | 
ccm ’ Gefunden | Berechnet 
5 61,5 | 84 
5 sy 84 81,5 x i 
, ‘ eo, | 8 6 | 2X 5053] 002154 
one a4 |X (51,5 + 52 + 52) & 0,000294 | + 0,00778 
. aaa * | 4.525 -4+.53 |= 0.02971 g| = 0,02982 ¢ 
5 Bi 84 | 4. 51,5) = 50,53 | 
5 51,5 | 84 | 
A’ IV. Derselbe Harn wie von A IV. 
Alles genau wie in Versuch A’ I. 
5 b4 | 84 1 v, 81,5 
5 53,5 | 84 4 84 2X 52,03 0,02325 
5 535 | 8h xX (54 + 53,5 | & 0,000294 | +-0,00778 
nai + 53,5 + 53,5) |= 0,03059 ¢| = 0,03108 g 
5 53,5 84 — 52.03 | 

















& Y. 


Derselbe Harn wie von A VY. 


Genau so gearbeitet wie in Versuch A’ I. 
































200 ccm Harn a Gramm SO, in 10 ccm 
-+- 30 cem Krystall- Harn 
Verteilung Mittelzahl 
Sulfat BaSO, grife nents 
ccm Gefunden | Berechnet 
5 28 81,5 eu 
5 29 81,5 X (20 +- 29 +- 29 0,0097 
; | 30) +. 0,00778 
5 29 81,5 7 
. ‘a | X 0,000294 g | = 0,01748 g 
A’ VI. Derselbe Harn wie von A VI. 
Genau gearbeitet wie in Versuch A’ I. 
2 5 64 81,5 ‘ 64 65 
x ' Is X ( _ 35 | 0,01093 
2x 5 65 81,5 + 65) 40,0077 
. 0,000294 
2X 5 6! 81,5 X 9, i 
x | D = oo1901 g | = 901871 g 
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Aus diesen Versuchsreihen A’ I—VI erhellt, dafii das dem 
Harn hinzugefiigte SO, in befriedigender Weise wieder ge- 
funden wird. 


B. Bestimmung der Sulfatschwefelsaure -- Atherschwefel- 
saure. 


BI. Derselbe Harn wie von A I. 


Von diesen 200 ccm Harn -+- 30 ccm Wasser werden 100 ccm gekocht 
mit 50ccm HCl1:1. Nach Abkihlung und Filtrierung wird das Volumen 
wieder auf 150 ccm gebracht. Hier stimmen also 7'/2 ccm Fliissigkeit 
iiberein mit 5 ccm von 200 ccm Harn + 30 ccm Wasser. 

















200 ccm Harn Anzahl Krystall- Gramm SQ, in 10 ccm 
-+- 30 ccm Wasser Verteilungen : Harn 
BaSO, gube Mittelzahl 
ccm 
2X 7'/s 55,5 81,5 ls XX (55,5 + 54) 
2X 7'4/s 54 81,5 X 0,000294 = 0,01610 g 
B II. Derselbe Harn wie von A II. 


Genau so gearbeitet wie in Versuch B I. 




















200 ccm Harn} Anzahl Anzahl Verteil. Gramm SO, 

‘ Krystall- 
— com | Verte. | — aur |i? 10 ccm Harn 
3Se 7 umgerechnet au 
ae" | Baso, | srobe a Mittelzahl 
ccm , 
7,5 37 83,5 Ay, BiB 
7,5 35,5 83,5 3 “* 83,5 2 X 35,137 
75 35 5 83.5 x (37 + 35,5 < 0,000294 
+ 35,5) = 0,02066 g 
== 35,137 
B Ill. Derselbe Harn wie yon A III. 
Genau so gearbeitet wie in Versuch BI. 

7,) 37,5 81,5 > 
7,5 37 81,5 ears 
2 + 37 + 87,5 | 9 x 37,207 
7,5 37,5 81,5 81.5 ; 
7,6 37,5 81,5 al BE x ae 
— , , . = 0,02188 g 
7,5 39 84. X (39 + 37)] 
7,5 37 84 = 37,207 














B IV fehlt. 
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B V. Derselbe Harn wie von A V. 


Genau so gearbeitet wie in Versuch B I. 





Gramm SQ, in 10 ccm 








B' I. 











worden ist. 





200 ccm Harn | _—s An: : 
+ 30 ccm Wasser | en os — Harn 
com |  BaSO, — Mittelzahl 
7,5 16 81,5 ly X (16 + 16 
7,5 16 81,5 + 15,5 + 15,5) 
7.5 15,5 81,5 < 0,000294 
7,5 15,5 81,5 = 0,00926 g 


B’. Bestimmung der Sulfatschwefelsaure -}- Atherschwefel- 
saure, wenn dem Harn eine bekannte SO,-Menge hinzugefigt 


Zu 200 ccm desselben Harns wie in Versuch AI gebraucht 
wurde, werden 30 ccm Na,SO,-10 aq. 2°/o hinzugefiigt. Hiervon werden 
100 ccm gekocht mit 50 ccm HCl 1:1. Weiter wird genau so gearbeitet 


wie in Versuch B I. 
25 ccm dieser Fliissigkeit oder 20 ccm Harn, zu dem SOQ, hinzu- 


gefiigt ist, miissen also mehr SO, geben als 10 ccm Harn ohne Sulfat- 
zusatz und zwar 0,00778 g. ') 






























































200 ecm Harn | Gramm SQ, in 10 ccm 
+ 30 cem Anzahl | Krystall- Harn 
Sulfat Verteilungen | ‘ Mittelzahl 
Baso, | 8srobe = 
ccm . | Gefunden | Berechnet 
2X 7,5 83 eae 85) 0.01610 
r r 81,5) 0,00778 
+A enall sol <'0,000294 | 0,02398 g 
2X 7,5 81,5 81,5 = 0,02437 ¢ 
B' Il. Derselbe Harn wie von A II. 
Genau so gearbeitet wie in Versuch B’ I. 
200 ccm . Gramm SOQ, in 10 ccm 
Harn Anzahl |Krystall- —— Harn 
-++ 30 ccm | Verteil. . h ll f Mittelzahl 
oon 4 81,5 Gefunden | Berechnet 
. 7 ’ 
= - | oe fee E xX 48,463 |  0,02066 
ss 80,9 | 83,9 | & "839 | >< 0,000294 | ++ 0,00778 
7,5 As 83,5 |-+ 48) = 48,463 
') Fiir die Berechnung, vgl. A‘ I, S. 232. 








236 H. J. Hamburger, 


B' Ill. Derselbe Harn wie von A III. 
Genau so gearbeitet wie in Versuch B’ I. 





























200 cem | | r Gramm SO, in 10 ccm 
Harn | Anzahl Krys om _— | ‘Harn 
+- 30 ccm | Verteil. | - cieandiamaanil Mittelzahl 
' grobe ns 
| a ™ 81,5 | Gefunden | Berechnet 
7,5 | 525 | 84 1. 815 
7,5 | 52 84 6X ue 
a Soa ; ae wT | 2>< 50,121! 0.02188 
70 | 51,5 84 XX (52,5 + 52 S< 0,000294 | +. 0,00778 
m5 | FoF : 51,5 +- 52,5 cebcipee ‘ 
75 | 625 | 84 | O19 + 52,5) * 9 90947 | = 0.02966 g 
OF r : + 51 + 50,5) 
7,5 | 651 84 
- | ae = 50,121 
7,0 | 5OS | 84 








B’ Iv fehlt. 


B' V. Derselbe Harn wie von A V. 


Genau so gearbeitet wie in Versuch B’ I. 

















= — a _ —— = as 
Gramm SO, in 10 ccm 




















200 cem Harn | 
te | Anzahl Krystall- Harn 
Sulfat | Verteilungen : Mittelzahl 
| BaSO probe 

ecm | ‘| Gefunden | Berechnet 
7,5 28 81,5 | 93¢ 1/4, (98-97 | 

ne a ot ; XMS 27) oo0986 
7,9 27 | 81,5 + 28,5 -++ 28) = 
ry F Ne! | 81.5 x 0,000294 ~{- 0,0077 
7,0 28,5 Sl.o — 001704 ¢ 
75 | 28 215 | ~Ses 





Man sieht, dafi die gefundenen Werte mit den berechneten in be- 
friedigender Weise tibereinstimmen. Man muf bei der Beurteilung dieser 
Versuchsresultate bedenken, daf keine Sicherheit besteht, ob bei der 
Erhitzung mit Salzséure wohl alle Atherschwefelsiure umgesetzt worden 
ist oder ob nicht schweflige Siiure oder derartige Stoffe ausgetrieben 
worden sind und zwar bei demselben Harn ohne und nach Zusatz von 
Na,SO, in verschiedenem Grade. Indessen, wie gesagt, grof sind die 
Abweichungen nicht. 


C. Bestimmung des Gesamtschwefels. 


25 ccm Harn +- 10 ccm Salpeter-Soda-Gemisch erhitzt und von NO, 
befreit. Der Trockenriickstand zu 37,5 ccm aufgelist (vgl. S. 229). Von 
dieser Fliissigkeit werden in je 2 X 71/2 ccm das SO, gefallt und das 
BaSO, der zwei Rohren in ein Hamatokrit zusammengefiigt. 
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CI. 1, 2,3 und 4stammen von vier Oxydationen, jede von 25 ccm Harn. 











| Anzahl Krystall- Gramm SO, aus 10 ccm 
| Verteilung rdfe Harn 
ccm |  BaS0, 6 Mittelzahlen 
. 2X75) 355 | ; 
’ ay Sa | ot, le (35,5 + 33,5 + 36 
2. 2X 7,5 | 33,5 81,5 
|; = . -+ 36) x 0,000294 
3. 2X 7,5 | 36 81,5 = Opntne 
4 2X75 36 | 81.5 re 
C Il. 1, 2, 3,4 und 5 stammen von fiinf Oxydationen, jede von 25 ccm Harn. 
1 2X75 | 295 | 81,5 
2. 2X 7,5 | 31,5 | 815 | x (29,5 4- 31,5 
3. 2X 7,5 32,5 | 81,5 | 4+- 32,5 + 33.5 + 32) 
4, 2X75 | 33,5 | 81,5 |x 0 000294 — = 0,009380 g 
5. 2X 7,5 | 32 | 81,5 | 


C’. Bestimmung des Gesamtschwefels, nachdem nach der Oxy- 
dation eine bekannte SO,-Menge hinzugefigt worden ist. 


Diese Versuchsreihe bezweckt zu untersuchen, inwieweit das nach 
der Oxydation hinzugefiigte SiO, zuriickgefunden wird. 

Nach Oxydation der 25 ccm Harn und Vertreibung des NO, ist 
der Trockenriickstand aufgelést in 25 ccm Wasser -+- 12'/2 ccm Salzsiure. 
Hiervon werden 2  7'/2 ccm genommen und aus diesen die BaSO,-Menge 
ermittelt (vgl. Protokoll C 1.) 

Zwei weitere 7,5 ccm werden in einem Rohr mit 1 ccm einer 
Na,SO,-Lésung beschickt; diese 1 ccm Na,SO, entspricht 20,375 Teil- 
striche. Diese 2 * 7,5 + 1 = 16 ccm werden in zwei weiten Réhren 
pipettiert, also in jedes Rohr 8 ccm, und dann wird in der vorge- 
schriebenen Weise BaCl, und Aceton hinzugefiigt. 


C' I. Gebraucht wurde derselbe Harn von C I. 



























: | Anzahl Verteil. BaSO, Hinzugefiigte SO,- 
Krystall. in 10 ccm Harn Menge 
Grohe mit ohne Zuriick- , 
ccm ‘Sulfatzusatz|Sulfatzusatz| gefunden Berechnet 
1.2 7,5 81,5 | 56,5 
2X75} 815 | 35,5 21 20,375 
22x75 | 815 | 53 
2X75] 81,5 | 33,5 19,5 20,375 
8 2X75 | 81,5 | 57 
2X 7,5 81,5 | 36 21 20,375 
4. 2X75 81,5 | 55,5 
2X 7,5 | 815 | 36 19,5 20,375 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. C. 17 
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Hier wurde also als Mittelzahl der hinzugefiigten SO,-Menge 
le SX (21 + 19,5 + 21 + 19,5) = 20,25 Verteilungen BaSO, oder 
0,00595 g SO, gefunden, wahrend berechnet war 20,375 Teilstriche oder 
0,00599 2 SO,. 


C’ ll. Gebraucht wurde derselbe Harn von C IL. 




















A aan “Ansa Verteil. BaSO, Hinzugefiigte SO,- 
| Kry stall | in 10 cem Harn Menge 
grife ; : 
mit ohne Zuriick- 
ccm | Sulfatzusatz|Sulfatzusatz) gefunden Berechnet 
1. 2X75 | 81,5 50OCd | 
2 ‘ 7,5 | 81,5 295 | 205 20,375 
22x75 | 815 51,5 | 
2X 7,5 | 81,5 31,5 20 20,375 
3B. 27,5 | 81,5 54 
2x 7,5 | 81,5 325 | 215 20,375 
4 2X75 | B15 53 | 
2X 7,5 | 81,5 33,5 | 195 20,375 
5 2X75 | B15 51,5 | 
2x 7,5 81.5 : 32 | 19,5 20,375 
| | 








Hier wurde also als Mittelzahl der hinzugefiigten SO,-Menge 
V/s KX (20,5 + 20 + 21,5 + 19,5 + 19,5) = 20,2 Verteilungen BaSQ, 
oder 0,00594 g SO, gefunden, wahrend berechnet war 20,375 Teilstriche 
oder 0,00599 ¢g. 

Aus diesen beiden Versuchsreihen C’I und C’ II geht 
also hervor, dafi die nach der Oxydation vorhandenen Sub- 
stanzen keinen nachteiligen Einfluf{ auf unsere SO,-Bestim- 
mung ausiiben. 


C’’. Bestimmung des Gesamtschwefels, nachdem vor der Oxy- 
dation eine bekannte SO,-Menge hinzugefugt worden ist. 
25 ccm Harn -++- 10 ccm Salpeter-Soda-Gemisch + 4 ccm einer Na,SOQ,- 


Lésung werden erhitzt und behandelt, wie unter C beschrieben worden ist. 
Die 4 ccm Na,SO,-Lésung geben 81,5 Verteilungen BaSQ,. 
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C” I. Gebraucht wurde derselbe Harn von C I. 


1, 2, 3 und 4 stammen von vier Portionen von je 25 ccm Harn, 
welche separiert oxydiert waren. 


























—————— ee : 
Kry- | = ae Verteilg. BaSO, aus} Gramm SO, aus 
stall- | Ver- IFluceiskeit oder} 25 ccm Harn 25 ccm Harn 

sf teil, | 25 ccm Harn el 
ccm FI. oe Ba SO, + satz}) Gefunden | Berechnet 
[7s Ses a 37,5 | 
1. 7,5 | 81,5 | 31,6 | 3x 7D 27,5 | 157.5  (88,1+81,5) 
7,5} 81,5 | 31,5 >< G1b + BI,5)< (05+ 88 5)X 0,000294!X 0,000294 
nF : ; | + 31,5) |} 36 + 36) —004630g'—0,04086 
7,5} 81,5 | 31,5 | = 187, = 881 g Ig 
| 
| : 
2. 7,5 | 81,5 | 35 | ae 88,1 177,5 | 0,04986 g 
7,5 | 815 | 35 | ‘& “ S< 0,000294 
7.5 | 81,5 | 36,5 | + 36,5) = 0,05218g 
. 7 : - | 37,5 ; 
3. 7,5 | 81,5 | 33,5 | 3x78 88,1 | 169,17 | 0,04986 g 
7,5 | 81,5 | 34,5 |x (33,5 + 34,5 < 0,000294 
SF F 29 ~ | 33,5) = 0,04974 ¢ 
7,0 | 81,5 | 33,5 | ae | 04974 g 
; anc | . 25 
4. 7,5 | 81,5 | 33,5) 3 X75 88,1 171,67 | 0,04986 g 
5 | 81,5 | 33,5 > (33,5 + 33,5 << 0,000294 
r - | ae | + 36) = 0,05047 
7,0 | 81,5 | 36 | —'171,67 g 

















Aus den zwei letzten Spalten geht hervor, daf in den vier Ver- 
suchsreihen fiir 25 ccm mit Na,SO, bereichertem Harn gefunden wurde 
la X (0,04630 +- 0,05218 + 0,04974 + 0,05047) = 0,04967 g, wahrend die 
berechnete Mittelzahl 0,04986 g betragt. 


C’ II. Hier wurde genau so gearbeitet wie bei C’' 1; es wurde derselbe 
Harn gebraucht von C Il. 
1, 2, 3, 4 und 5 stammen auch hier von fiinf Portionen von je 
25 ccm Harn, welche separiert oxydiert wurden. 
Hier wurde eine Na,SO,-Lésung benutzt, von der 4 ccm 76,5 Teil- 
striche BaSQ, lieferten. 





t) Vgl. CI, 1, 2ff 


a7* 
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| | 
. | Anzahl Verteilungen BaSO 
Kry- | cons . oi 6 . Gramm SO, aus 
37,5 
stall- oo Flissigkeit oder 25 — 10 ccm Harn 
grofe ~ pee sn Sulfatzu- 
ccm Fliiss. | |BaSO, passes ye satz') Gefunden | Berechnet 
| | 
" 37,5 1 
37,: et i , - 
12> 7,5| 815 | 63 —— lex 7s 5) Me Rhee) 
means Deny way 64) | X (29,5 + 31,5] X 0,000294)X 0,000294 
Bd Rade X (63 64) | 1325 + 33,5|=0,04667 g=0,04586g | 
= 10049 | 4. 32) = 79,5 
| 
| 808 — 
2. 2 7,5] 81,5 | 61,5 30 79,5 aa vos] 0104886 
2> 7,5! 81,5} 61 |X (61,5 + 61) ii pis 
= 153,125 i ait 
37,5 ne 
3. 2% 7,5] 81,5 | 645 “30° 79,5 O29 | 0,04586 
‘ene = < 0,000294 , 
2x 7,5] 81,5 | 60,5 |< (64,5 -+ 60) 0.04808 
= 156,25 = 0,04508 g 
37,5 _— 
42> 7,5] 81,5 | Gt 30 79,5 53,125 | 9 04586 
» ~ “— 61.5 XxX 0,000294 
2 7,5| 81,5 | 61,5 |X (61 61,5) 0.04508 
= 153,125 ey 
| 
: 375 — 
5. 2% 7,5| 81,5 | 645 30 79,5 ie el | 0.04586 
2 7,5| 81,5} 62 |X (64,5 + 62) wre 4649 
= 158,125 — 8 




















Aus den zwei letzten Spalten geht hervor, dafs in den fiinf Ver- 
suchsreihen fiir 25 ccm mit Na,SO, bereichertem Harn gefunden wurde 
als Mittelzahl '/s \ (0,04667 +- 0,04502 +- 0,04593 +- 0,04502 +- 0,04649) 
= 0,04583 g, wihrend die berechnete Mittelzahl 0,04586 ¢ betrigt. 

Also auch wenn vor der Oxydation Na,SO, zu dem Harn 
hinzugefiigt wird, findet man dasselbe wieder zuriick. 





2) Vel. CH, 1, 2ff. 























Uber die «Kohlenhydratgruppe» in der echten Nucleinsdure. 
II. Mitteilung. 


Von 
R. Feulgen. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1917.) 





Das Molekulargewicht der echten Nucleinsaure steht bis 
jetzt noch nicht mit Sicherheit fest, und es gibt deswegen nicht 
einmal eine allgemein anerkannte empirische Formel. 

Man kann die Arbeiten, die auf die Aufstellung einer Formel 
fiir die echte Nucleinsaure hinzielen, in drei Perioden einteilen, 
die auch zeitlich aufeinander folgen. 

In der ersten Periode war die Zusammensetzung der 
Nucleinsiure hinsichtlich ihrer stickstoffhaltigen Spaltprodukte 
noch nicht vollig erforscht; die Aufstellung einer empirischen 
Formel und die Ermittlung der MolekulargréfSe beruhten also 
in jener Zeit hauptsachlich auf der Analyse. Hierher gehoren 
z. B. die ersten Arbeiten Schmiedebergs. 

In den zweiten Abschnitt hinein fallt die Erforschung der 
stickstoffhaltigen Bestandteile an sich sowohl als auch hin- 
sichtlich ihres Vorkommens in der echten Nucleinséure. Es 
sind dies die Arbeiten von Kossel und Steudel, welch letzterer 
das molekulare Vorkommen von Guanin, Adenin, Cytosin und 
Thymin nachgewiesen hat. Bei der Aufstellung einer Formel 
ging H. Steude! von den Ergebnissen der vollkommenen Spal- 
tung aus und suchte diese mit den Werten der Analyse in 
Einklang zu bringen. 

Zur dritten Epoche gehéren die Arbeiten von Levene 
und seinen Mitarbeitern, die durch partielle Hydrolyse 
einige hoher molekulare Spaltprodukte darstellten und sie zur 
Aufstellung einer Konstitutionsformel benutzten. 
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Die beiden letzteren Forscher nehmen gemeinschaftlich 
in der Nucleinséure 4 Atome Phosphor, vier Molekiile einer 
Hexose, sowie die bekannten vier Basen an; eine Meinungs- 
verschiedenheit besteht hinsichtlich der Natur der Phosphor- 
siure, als welche der Phosphor offenbar vorkommt. Diese 
zuerst von Steudel ausgesprochene «Vierzahl» der Haupt- 
bestandteile der Nucleinsdéure hat wohl allgemeine Anerkennung 
gefunden, und es muBte tiberraschen, daf vor einiger Zeit von 
Hildegarde Germann’) der Verdacht ausgesprochen wurde, 
die Thymonnucleinsaéure enthielte nicht vier Molekiile Phos- 
phorséure, sondern die Zahl der vorhandenen Phosphorsaure- 
molekiile sei durch drei teilbar. 

H. Germann geht von Versuchen von Levene und 
Jacobs?) aus, die ergeben hatten, daB in der Hefenucleinsaéure 
die Purinnucleotide durch saure Hydrolyse leichter zerst6rbar 
sind als die Pyrimidinnucleotide. Diese fiir die Hefenuclein- 
siure geltenden Verhiltnisse tibertrigt Verfasserin auf die echte 
Nucleinséure, verfolgt quantitativ die Phosphorséureabspaltung 
und kommt zu dem Schlusse, daB in der Thymonnucleinsaure ein 
Drittel der Phosphorsiure leicht abspaltbar sei, und mithin der 
Verdacht bestiinde, dafi die Anzahl der Phosphorséuremolekile 
nicht vier ist, sondern eine durch drei teilbare Zahl sein miisse. 

Hierzu ist zu bemerken, da dieser Versuch nur dann 
einigermafen beweisend ware, wenn bei der sauren Hydrolyse 
der Vorgang im Sinne von H. Germann durchaus quantitativ 
verlaufen wiirde, wenn also ein Drittel der Phosphorséure ganz 
besonders leicht abspaltbar wire, der Rest aber unter den- 
selben Bedingungen fest gebunden bliebe, sodafi die Hydrolyse 
zeitlich eine breite Zone durchlaufen wiirde, in der iiberhaupt 
keine Phosphorsaureabspaltung stattfainde. 

Aber nicht einmal bei der Hefenucleinsaure verlauft dieser 
Vorgang so quantitativ; Levene und Jacobs sagen selbst: 3) 

«Wihrend die Purinkomplexe durch 2stiindiges Erhitzen 
mit 2°/oiger Schwefelséiure vollkommen in Phosphorsaure, 


') Hildegarde Germann, Chem. Zentralbl. 1916, Bd. 2, S. 1036. 
2) Levene und Jacobs, Chem. Ber., Bd. 44, S. 1027—32. 
5) Ebenda. 
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Ribose und Base gespalten werden, bleiben die Pyrimidinkom- 
plexe bei dieser Behandlung groBtenteils intakt.» 

Unter diesen Bedingungen noch einen Analogieschlu8 auf 
die echte Nucleinséure zu machen, scheint mir nicht angingig 
zu sein. Auferdem wiirde die Ansicht, daB nicht vier, sondern 
eine durch drei teilbare Anzahl P-Atome in der echten Nuclein- 
siure vorhanden waren, den bisherigen Anschauungen voll- 
kommen widersprechen; sie wirde auch widersprechen den 
Ergebnissen der Analyse; denn bei sehr zahlreichen Priparaten, 
die im Laufe der Zeit im hiesigen Institute angefertigt wurden, 
wurde stets das Verhiltnis N: P der Theorie gemif zu 1,70 
gefunden, das besagt aber, daB auf die vorhandenen 15 Stick- 
stoffatome vier Phosphoratome kommen. Die Zahl der Stick- 
stoffatome endlich ist nach den Versuchen von H. Steudel 
mit Sicherheit bekannt und auch allgemein anerkannt, da sie 
durch die Anwesenheit der vier gut definierten stickstoffhaltigen 
Spaltprodukte bedingt ist. 

Ich glaube also keinen Grund zu haben, von der bisher 
angenommenen Zahl der Phosphoratome abzuweichen. 

Legt man einer Nucleinséiureformel nun die Vierzahl der 
Hauptbestandteile zugrunde, nimmt man ferner nach Levene 
an, dafB die Nucleinsiiure sich aus vier einzelnen Nucleotiden 
zusammensetzt, so miifte man zu der einfachsten empirischen 
Formel kommen, indem man vier Molekiile Orthophosphorsaure, 
vier Molekiile einer Hexose, sowie die Molekulargewichte der 
vier Basen addiert und von der Summe 11 Molekiile Wasser 
— entsprechend den 11 Bindungen — subtrahiert. So kame 
man zu der empirischen Formel 

Oe A. 
Mol.-Gew. 1526. C = 33,01°%o N = 13,78%. P = 814%. 

Obgleich diese Formel in der Tat den Ergebnissen der 
Hydrolyse gerecht wird und auBerdem, besonders hinsichtlich 
der Art der Phosphorsiéure, die weitaus einfachste ware, so 
konnte sie doch deswegen nicht angenommen werden, weil die 
theoretisch berechneten Analysenwerte mit den gefundenen 
nicht tibereinstimmen wollten; denn stets findet man Werte, 
die mehrere Prozente héher liegen als die angegebenen be- 











244 R. Feulgen, 


rechneten (z. B. findet man fir C = 37°/o, fir N = 15%, 
fir P = 9°/o). 

Es war also erforderlich, das Molekulargewicht der Nu- 
cleinsaure in der entwickelten Formel kleiner anzunehmen. 
Da nun die Molekulargewichte der Basen feststehen, als Kohlen- 
hydrat aber eine «Hexose» allgemein angenommen wurde, und 
damals fiir eine Ablehnung einer «Hexose» noch keine zwingen- 
den Griinde vorlagen, so wurde von H. Steudel die Ver- 
kleinerung der Nucleinséiureformel dadurch beriicksichtigt, daB 
er eine Tetrametaphosphorséure annahm, weil durch diese 
Annahme das Molekulargewicht der Nucleinsaure kleiner (1388) 
wird, und mithin die gefundenen Analysenwerte mit den be- 
rechneten Werten besser in Einklang zu bringen waren. Spater 
hielt er eine Tetraphosphorsaure fiir wahrscheinlich und suchte 
die Miflichkeit der zu hohen Werte absolut getrockneter Pra- 
parate dadurch zu beheben, da er lufttrocken analysierte und 
im Molekiil der Nucleinséure Konstitutionswasser annahm. 


Levene!) gibt eine Konstitutionsformel fiir die Nuclein- 
siure an, die sich hinsichtlich ihres Molekulargewichtes nicht 
wesentlich von dem oben angegebenen einfachsten Schema 
unterscheidet. Sie unterscheidet sich aber wesentlich von 
anderen Formeln dadurch, daB sie die Nucleinsdure — infolge 
der eigenartigen Bindung der Nucleotide — als eine sechs- 
basische Saure erscheinen laft. 

Zu dieser Formel habe ich folgendes zu bemerken: 

1. Es fehlt der Beweis durch die Analyse. In Wirklich- 
keit findet man unter Zugrundelegung der Leveneschen Formel 
viel zu hohe Werte fiir C, N und P, weil das Molekulargewicht 
dieser Formel sich nicht wesentlich von dem Molekulargewicht 
der erwihnten einfachsten Formel unterscheidet. Nach Levene 
miiSte man fiir das Natriumsalz 13,4°/o N erwarten; statt dessen 
findet man aber 15°/o N! Diese Werte wurden nicht allein 
in eignen Analysen gefunden (vgl. unten), vielmehr besagen 
die Analysen anderer Forscher dasselbe. So fand H. Steudel?) 


') Levene und Jacobs, Journ. of Biol. Chem., Bd. 12, S. 412 (1912). 
*) H. Steudel, Diese Zeitschr., Bd. 49, S. 408. 








Uber die «Kohlenhydratgruppe> in der echten Nucleinsiure. 245 


fiir das Kupfersalz 14,37 und 14,47°/o N; Schmiedeberg’) 
fiir das Kupfersalz 13,90, 14,67 und 14,45°/o N (in verschiedenen 
Priparaten). Berechnet man diese Werte auf das Natriumsalz, 
so haben gefunden: 

H. Steudel: 14,81 14,91°%o N 

Schmiedeberg: 14,33 15,12 14,90°/o N. 

Vergleicht man ferner damit einen bereits von mir publi- 
zierten Stickstoffwert (15,2°/o),*) so muf man zu dem Schlusse 
kommen, dafi in der Tat von den verschiedensten Autoren Werte 
gefunden werden, die um 15°/o herumliegen. Dies ist aber um 
so bedeutungsvoller, als alle drei Autoren ihre Nucleinsiure nach 
verschiedenen Methoden herstellten. Schmiedeberg nach dem 
Kupfer-Alkaliverfahren, Steudel nach Neumann, und ich nach 
einem abgedinderten Neumannschen Verfahren.°) 

Man muf also zu dem Schlusse kommen, daf die Formel 
nach Levene nicht mit den Ergebnissen der Analyse in Uber- 
einstimmung zu bringen ist. 

2. Nach Angaben aller bisherigen Forscher ist die Nuclein- 
siure keine sechs-, sondern eine vierbasische Saure; es miifte 
also erst der Beweis erbracht werden, da sie sechsbasisch 
ist. Fiir die vierbasische Natur der Nucleinsdure spricht die Zu- 
sammensetzung friiher von mir dargestellter Farbsalze der Nuclein- 
siure.*) Da die benutzten Farbbasen ein hohes Molekulargewicht 
hatten und sich leicht mittels Alkali abscheiden und bestimmen 
lieBen, so sind sie besonders geeignet zur Untersuchung der 
Basizitat der Nucleinséure, zumal sich die Farbnucleinate selbst 
wegen ihrer Wasserunloslichkeit leicht durch doppelte Umsetzung 
darstellen liefen. Auch die Analyse derartiger Farbnucleinate 
ergab einen vierbasischen Charakter der Nucleinsaure. 





Auf Grund dieser Uberlegungen gewann ich den Eindruck, 
daf die wahre Hoéhe des Molekulargewichtes der Nucleinsaure 





1) Schmiedeberg, Arch. fiir exper. Pathol., Bd. 43, S. 62 (1899). 
*) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 92, S. 158 (1914). 

5) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 90, S. 261 (1914). 

*) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 84, S. 326. 
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noch nicht richtig zum Ausdruck gebracht worden ist, daB dieses 
vielmehr von den bisherigen Autoren stets zu hoch angenommen 
worden ist. Da nun die Anzahl der C-, N- und P-Atome ein 
fiir allemal feststeht, so bleibt nur die Annahme iibrig, daB 
die Anzahl der Q- und H-Atome in den Formeln nicht der 
Wirklichkeit entspricht, da® also die Nucleinsaéure weniger O- 
und H-Atome enthalt, als in den landlaufigen Formeln zum 
Ausdruck kommt. Da weiter eine Verkleinerung der Phos- 
phorsiure zu hypothetisch wire, so bleibt keine andere Még- 
lichkeit als der Verdacht, daf in der echten Nucleinsaure nicht, 
wie bisher angenommen, ein Zucker von der MolekulargréBe 
C,H,,.0, vorkommt, sondern ein bisher unbekanntes Kohlen- 
hydrat mit zwar sechs Kohlenstoffatomen, aber mit weniger 
O- und H-Atomen als in einer Hexose vorkommen, In der Ver- 
mutung, da es sich nicht um einen «Zucker» handelt, wurde 
ich durch die itiberaus leichte Verharzbarkeit des Kohlen- 
hydrates bestarkt, welchem Umstande man es auch zuschreiben 
mu, daB es noch nicht gelungen ist, diesen KOrper zu iso- 
lieren, obgleich er die Hilfte des Gewichtes der Nucleinséure 
ausmacht. 

Um der Kohlenhydratgruppe naher zu kommen, nahm 
ich das Studium der Thyminséiure auf, da ja in ihr die re- 
duzierenden Gruppen von zwei Kohlenhydraten durch die Ab- 
spaltung des Guanins und Adenins freigeworden und dadurch 
zahlreichen Eingriffen zugiinglich gemacht waren. Es gelang, 
die Reduktionskraft der sehr zersetzlichen Thyminséure zu er- 
halten und einen Koérper zu gewinnen, der hinsichtlich der Ver- 
hiltnisse N: P und C: P allen Anforderungen entsprach; aber 
die Analysenwerte absolut getrockneter Praparate waren auch 
hier mehrere Prozent zu hoch und bestérkten mich in der An- 
nahme, da’ das Kohlenhydrat in der Tat ein kleineres Mole- 
kulargewicht haben miisse, als einer Hexose C,H,,0, zukommt. 
Je mehr sich dieser Verdacht befestigte, desto verwickelter 
und iibersichtlicher wurden die Verhaltnisse; konnte doch unter 
den bisher bekannten « Kohlenhydraten» keines gefunden werden, 
auf das die Eigenschaften des Kohlenhydrates in der Nuclein- 
siiure auch nur einigermafen pabten. 
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Da wurde von E. Fischer’) eine neue Gruppe von 
K6rpern entdeckt, die berufen sein sollte, Licht in die tiberaus 
schwierigen Verhaltnisse der Nucleinsiure zu bringen, némlich 
die Gruppe des Glucals. Wie ich in einer friiheren kurzen 
Mitteilung dargelegt habe,?) bin ich zu der Uberzeugung ge- 
kommen, dafi in der echten Nucleinséure in der Tat ein Ver- 
treter jener KOrperklasse vorkommt und keine «Hexose>. 

Diese neuen K6orper sind dadurch gekennzeichnet, dab 
sie im Gegensatz zu den Hexosen 

1. eine echte Aldehydgruppe enthalten, mithin fuchsin- 
schweflige Saure fiirben und mit Phenylhydrazin Verbindungen 
vom Charakter der Hydrazone eingehen, 

2. einen Furanring besitzen und deswegen eine griine 
Fichtenspanreaktion geben, 

3. sowohl mit Laugen als auch mit Séuren duBerst leicht 
verharzen, 

4. eine Molekulargréfe von C,H,,0, haben. 

All diese Dinge, die einzeln schon bei einem unmittelbaren 
Abkémmling einer Hexose eine auffallende Erscheinung bilden 
wiirden, sind in ihrer Gesamtheit so charakteristisch, daB an ihnen 
die Gruppe des Glucals mit Sicherheit erkannt werden kann. 

Auch die echte Nucleinséure gibt samtliche erwéhnten 
Reaktionen teils direkt, teils nach Abspaltung der Purine durch 
milde Hydrolyse. Wird diese Hydrolyse so geleitet, daf der 
ProzeB quantitativ verliuft, so entsteht die Thyminsdure, tiber 
die in einer spiteren Abhandlung berichtet werden soll; zum 
Nachweis der erwihnten Reaktionen ist ihre Isolierung nicht 
erforderlich, sodafi die Versuche mit Leichtigkeit an der Nuclein- 
siure selbst angestellt werden k6énnen. 


Ausfiihrung der Reaktionen. 


0,2 g nucleinsaures Natrium werden im Reagenzglase in 
2 ccm Wasser im Wasserbade gelést, zu der heifien Lésung 
1 ccm 2 n-Schwefelséure zugegeben, und das Glas unter ofterem 
Umschiitteln 3 Minuten im siedenden Wasserbade belassen. In 
dieser Zeit lst sich die anfangs ausgefallene Nucleinsiure voll- 


’) E. Fischer, Chem. Ber., Bd. 47, S. 196 (1914). 
*) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 92, S. 157 (1914). 
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standig auf. Dann kiihlt man unter der Wasserleitung ab und 
neutralisiert genau mit 2 n-Natronlauge, wobei eine Triibung 
von ausfallendem Guanin aufzutreten pflegt. 


1. Aldehydreaktion. 


Zu einigen Kubikzentimetern fuchsinschwefliger Saure?) 
gibt man einen Tropfen der Hydrolysenfliissigkeit: Intensive 
Violettfarbung nach wenigen Augenblicken. Die Reaktion ist 
diuBerst empfindlich; ein einziger Tropfen einer 1 °/oigen Lésung 
von reinem thyminsauren Baryum gibt die Reaktion noch deut- 
lich. Versetzt man einige Kubikzentimeter ammoniakalischer 
Silberlésung mit einigen Tropfen der Fliissigkeit, so tritt nach 
einiger Zeit Reduktion ein. Es bildet sich aber kein oder nur ein 
sehr unvollkommener Silberspiegel, sondern das reduzierte Silber 
bleibt kolloidal in Lésung, daher intensive Brauoférbung. Ein 
weiterer Beweis fiir die Aldehydnatur der freigewordenen re- 
duzierenden Gruppen bildet die Eigentiimlichkeit des thymin- 
sauren Baryums, mit Phenylhydrazin Verbindungen einzugehen, 
in denen auf je ein Kohlenhydrat ein Molektil Phenylhydrazin 
kommt, und die infolgedessen den Charakter der Hydrazone, 
nicht der Osazone tragen. Auch tiber diesen Korper werde 
ich in Kiirze Bericht erstatten. 


2. Die Fichtenspanreaktion. 


Ein Fichtenspan wird unter Erwirmen gut mit der Hydro- 
lysenfliissigkeit getrinkt und sodann in einem Reagenzglase 
Salzsiuredimpfen ausgesetzt, die durch Erhitzen von etwas 
konzentrierter Salzséure in der Kuppe des Reagenzglases er- 
zeugt werden: Der Stab nimmt eine schone tiefgriine Farbe an. 


3. Leichte Verharzbarkeit. 


Da&B[- der Kérper mit Sauren iiberaus leicht verharzt, geht 
aus der massenhaften Huminbildung bei starker Saurehydrolyse 
hervor, sowie aus dem Umstande, daf es noch nicht gelungen 
ist, das Kohlenhydrat durch Hydrolyse darzustellen. Die leichte 





') Eine 0,5°oige Lésung von Fuchsin wird mit SO, entfarbt, und 
das iiberschiissige SO, im Vakuum entfernt. 
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Verharzbarkeit mit Laugen lat sich leicht zeigen, wenn man die 
Hydrolysenfliissigkeit mit etwa !/4 Volumen 33°/oiger Natron- 
lauge versetzt: schon in der Kalte firbt sich die Masse bald 
rotbraun; beim Erhitzen tritt die Farbung augenblicklich unter 
Entwicklung eines charakteristischen aromatischen Geruches ein. 


4. Molekulargewicht. 


Das Molekulargewicht des Kohlenhydrats selbst kann 
natiirlich erst nach Isolierung desselben bestimmt werden. 
Da es aber — bei bekannten sonstigen Bestandteilen — 
bestimmenden Einfluf auf das Molekulargewicht der Nuclein- 
saure ausiibt, so fallt die Frage des Molekulargewichtes des 
Kohlenhydrates mit dem Problem des Molekulargewichtes 
der Nucleinséure zusammen. Der Beweis fiir das Molekular- 
gewicht des Kohlenhydrats besteht also nicht nur in der 
Analogie mit der Molekulargré6f8e des Glucals und seiner Ver- 
wandten, sondern die Beweiskette ftir meine Anschauungen 
wird geschlossen durch die Analysen des nucleinsauren 
Natriums sowie auch médglichst vieler direkten Derivate der 
Nucleinséure, in denen die Kohlenhydratkomplexe noch un- 
verdndert, oder doch nach bekannten Gesetzen verdndert 
vorkommen. Es multe also mein Bestreben sein, solche 
Derivate in groferer Zahl darzustellen, damit ihre Analysen 
als Stiitze fiir meine Ansicht tiber das Molekulargewicht der 
Nucleinsaéure, und damit auch des Kohlenhydrates, betrachtet 
werden kénnen. Je mannigfaltiger die dargestellten Derivate, 
desto gréfere Beweiskraft mute ihnen zukommen. 


In Frage kommen zunachst die Analysen: 

1. des a-nucleinsauren Natriums, 

2. des B-nucleinsauren Natriums, 

3. des thyminsauren Baryums, 

4. mehrere Verbindungen des thyminsauren Baryums, 
entstanden auf Grund der freien Aldehydgruppe in diesem 
Korper, (z. B. hydrazoniahnliche Substanzen), Verbindungen, 
die zugleich weitere Beweise fiir die Aldehydnatur des Kohlen- 
hydrates sind. 
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Die Analysen der unter 2 bis 4 genannten Stoffe werde 
ich spiter bei Gelegenheit der Besprechung dieser Kérper 
bringen; jetzt soll nur das Molekulargewicht des a-nucleinsauren 
Natriums abgehandelt werden. 


Das zu analysierende nucleinsaure Natrium. 


Am empfehlenswertesten zur Analyse ist das nucleinsaure 
Natrium, weil es das direkte Endprodukt der Neumannschen 
Darstellungsweise bildet. Es hat vor der freien Nucleinsaure 
den Vorzug unbegrenzter Haltbarkeit. Kupfersalze sind schwerer 
zu verarbeiten und auch schwer natriumfrei zu bekommen. 
Ein Blick auf die oben angegebenen und auf die Natriumsalze 
umgerechneten Analysenzahlen ganz unparteiischer Autoren 
zeigt, daf auch diese Werte mit meinen Anschauungen iiber 
die Molekulargr68e der Nucleinsaure vorziiglich itibereinstimmen, 
und dafi Praparate, auch nach verschiedenen Methoden dar- 
gestellt, dennoch zu gebrauchen sind. Besonders vorsichtig 
jedoch mufi man bei der Darstellung des nucleinsauren Natriums 
zu Werke gehen, wenn man etwa tber die Thyminsiure 
andere Verbindungen herstellen will; denn es ist zu beachten, 
daf die hochmolekularen Derivate noch nicht zur Krystallisation 
gebracht werden konnten, daf vielmehr meistens die Alkohol- 
faillung zu ihrer Isolierung benutzt werden muB, eine Isolierungs- 
methode, der keine auswéhlende Wirkung hinsichtlich zersetzter 
und unzersetzter Nucleinséurederivate zukommt. Abgesehen da- 
von, daf also nur solche Derivate in Frage kommen, die durch 
quantitativen Verlauf der Reaktion entstehen, muf vor allen 
Dingen das Ausgangsmaterial, naimlich das nucleinsaure 
Natrium von durchaus einwandfreier Beschaffenheit sein. 

Ich mu an dieser Stelle an die groBe Gefahr erinnern, 
der die Praparate bei zu langer Einwirkung der Natronlauge 
bei der Neumannschen Verfliissigung der Thymusdriisen aus- 
gesetzt sind; anderseits soll aber alles Eiwei8B aus dem Proteid 
abgespalten werden. Nun ist aber zu bedenken, daf die Biuret- 
probe sehr empfindlich ist und selbst dann noch positiv aus- 
fillt, wenn durch die Analyse ein zu hoher Stickstoffgehalt 
nicht mehr nachweisbar ist, ferner, daB eine zu lange Ein- 
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wirkung der Natronlauge unter allen Umstiinden das Priparat 
verdirbt (es entsteht dann keine f-Nucleinsdure, sondern ein 
Zersetzungsprodukt)!); man wird mithin lieber eine schwache 
Biuretprobe in den Kauf nehmen, als die Natronlaugewirkung 
zu lange ausdehnen, zumal infolge der hochkolloidalen Eigen- 
schaften des wirklich intakten a-nucleinsauren Natriums (mit 
einem Gallertschmelzpunkt von tiber 50°) ein Teil der biuret- 
gebenden Stoffe durch die Alkoholfallung des Praparates leicht 
adsorbiert wird und im Niederschlage erscheint. 

Friiher*) wurde gezeigt, daf das tbliche halbstiindige 
Erhitzen der Thymusdriisen mit 2°/oiger Natronlauge allein 
nicht imstande ist, ein einigermaBen eiweififreies Praiparat zu 
gewihrleisten, dai vielmehr ein nachtragliches mehrstiindiges 
Erhitzen des Rohproduktes mit Natriumacetatlosung zweckmiabig 
angewendet wird. Die nach dieser Darstellungsmethode erzielten 
Priparate haben sich als sehr geeignet sowohl zur Analyse 
als auch zur Darstellung der Derivate der Nucleinsiure erwiesen. 
Auf einige Dinge, die, wie sich bei langerer Anwendung der 
Methode herausgestellt hat, eine glatte Darstellung wesentlich 
erleichtern, soll am Schlusse dieser Abhandlung in Form eines 
Anhanges eingegangen werden. 

Das lufttrockene nucleinsaure Natrium enthalt je nach 
dem Feuchtigkeitsgehalte des Raumes, in dem es gelegen hat, 
noch etwa 10—30°/o (meist etwa 15°/o) Wasser, dessen gr6Bter 
Teil schon bei gewohnlicher Temperatur tiber Schwefelsdure 
im Vakuum weggeht. Zur Entfernung der letzten Reste ist 
eine Temperatursteigerung notwendig. Die zulassige Temperatur 
ergab sich aus meinen friiheren Versuchen, *) wobei festgestellt 
wurde, daf das nucleinsaure Natrium, trocken erhitzt, all- 
mahlich von der a-Form in die b-Form itibergeht, was am 
Sinken des Gallertschmelzpunktes kontrolliert wurde. Es zeigte 
sich, da8 bei 80° innerhalb mehrerer Stunden noch keine 
Abnahme des Gallerischmelzpunktes zu beobachten war; dem- 
entsprechend trockne ich die Praiparate stets im Vakuum wber 





1) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 165 (1914). 
*) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 90, S. 263 (1914). 
5) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 170 (1914). 
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Phosphorpentoxyd bei 80° 4 Stunden lang. Da iiber die Natur 
der b-Form so gut wie nichts bekannt ist, so soll sie hier 
zunachst ausgeschlossen und Gegenstand einer besonderen 
Besprechung werden. 

Unter den genannten Bedingungen ist das Wasser praktisch 
verschwunden; zwar nimmt mit der Erhéhung der Temperatur 
das Gewicht der Substanz noch kontinuierlich ab, doch ist 
diese Abnahme bis zur Zersetzung nicht erheblich und macht 
im Stickstoffgehalte etwa 0,1°/o aus. Ich analysiere meist 
lufttrocknes Material und nehme in einer besonderen Probe 
eine Wasserbestimmung vor. 


Zur Elementaranalyse von Nucleinsauren. 


Die Elementaranalyse von Nucleinséuren ist dadurch kom- 
pliziert, dab wegen des hohen Phosphorgehaltes leicht von Asche 
eingeschlossene phosphorhaltige Kohle zuriickbleibt, die schlecht 
oder garnicht verbrennbar ist. Im allgemeinen kann man bei 
der Verbrennung von Nucleinsiuren drei Falle unterscheiden: 

1. Es liegt freie Nucleinséure oder ein Salz mit einer 
organischen Base vor. In diesem Falle erscheint im Riickstande 
freie Phosphorsiure bezw. Metaphosphorsaure. Verbrennt man 
freie Nucleinsiiure nach Dennstedt, so bleibt stets eine 
erhebliche Menge unverbrennbarer Kohle zuriick. Dennstedt!) 
empfiehlt, zur Verbrennung phosphorhaltiger EiweiBverbindungen 
ein pordses Tonschiffchen zu verwenden. Die bei der Ver- 
brennung gebildete Phosphorsaure soll dann von dem porésen 
Ton des Schiffehens aufgesaugt werden, wodurch die nunmehr 
von der Phosphorsaure befreite Kohle leicht und vollstandig 
verbrennbar wird. Bei der Nucleinsdure versagt aber diese 
Methode. Es wird keine Phosphorséure von dem porésen Ton- 
schiffchen aufgenommen, und selbst eine eingeschaltete Extrak- 
tion des Schiffcheninhaltes fiihrt nicht zum Ziele, immer bleibt 
eine vollkommen unverbrennliche graphitéhnliche Kohle zuriick. 

2. Es liegt nucleinsaures Natrium vor, bei dem auf je 
ein Atom Phosphor ein Atom Natrium kommt. Als Riickstand 


') Diese Zeitschr., Bd. 52, S. 181 (1907). 
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bildet sich in diesem Falle schmelzbares Natriummetaphosphat. 
Zwar wird auch dieses nicht von dem porésen Tonschiffchen 
aufgenommen, aber bei langer Fortsetzung der Verbrennung 
gelingt es doch meist, alle Kohle zur Verbrennung zu bringen, 
da bei Anwendung hoher Temperaturen die dickfliissige ge- 
schmolzene Asche sich fortwahrend in langsamer Bewegung 
befindet, und allmahlich alle Kohle mit dem Sauerstoff in Be- 
rihrung kommt. Solche Falle sind schon bei Beginn der Ver- 
brennung daran zu erkennen, daf die Substanz bei beginnender 
Verkohlung anfingt, sich stark zu blahen. 

3. Es liegt ein nucleinsaures Natrium vom Typus des 
guanylsauren Natriums vor. Hier kommen auf je ein Atom 
Phosphor zwei Atome Natrium; es bildet sich also Natrium- 
pyrophosphat und ein solcher Riickstand schmilzt nicht bei der 
angewandten Temperatur. Derartige Praéparate blahen sich bei 
der Verbrennung nicht, sondern verkohlen ohne merkliche Be- 
wegung. Auch hier bleibt Kohle in der Asche eingeschlossen, 
diese la®t sich aber leicht extrahieren und die von der Asche 
befreite Kohle verbrennt glatt. Zur Extraktion der groBen Aschen- 
mengen hat sich folgendes Verfahren bewahrt: 

Ein mit einem Filtrierpapier beschickter Biichnerscher 
Trichter wird zur Halfte mit einem wasserigen Brei von ge- 
gliihtem Seesande angefiillt und in diesen Brei das porése Ton- 
schiffchen so eingesenkt, daB nur ein kleiner Rand iibersteht. 
Wird jetzt evakuiert, so wird Fliissigkeit sehr leicht nicht nur 
durch den Sand, sondern auch durch das Schiffchen hindurch- 
gesaugt und es gelingt sehr rasch, den Inhalt des Schiffchens 
und dieses selbst durch Hineinbringen erst von verdiinnter Salz- 
siure, dann von Wasser vollstandig von Asche zu befreien. 
Nach dem Trocknen wird die Verbrennung fortgesetzt. 

Auch Baryumsalze von hochmolekularen Nucleinsidure- 
derivaten (thyminsaures Baryum) sind sehr schwer zu ver- 
brennen. Hierbei ist es nicht mdglich, die Asche vollstandig 
von der Kohle zu befreien. 

Alle die genannten Unbequemlichkeiten lassen sich ver- 
meiden, wenn man — wie es bis jetzt auch wohl meist geschehen 
ist — die Substanz vor der Verbrennung mit geeigneten Stoffen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. C. 18 
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vermischt. Als einfachstes hat sich mir Kupferoxyd bewahrt, das 
aber mit der Substanz sehr innig vermischt werden muB, sollen 
nicht schwerverbrennliche Knétchen entstehen. Da aber in 
diesem Falle das Verfahren nach Dennstedt bei der Elementar- 
analyse von Nucleinsaduren keine entscheidenden Vorziige mehr 
hat, so wende ich die alte Liebigsche Methode an, bis es ge- 
lungen ist, der erwahnten Schwierigkeiten in einfacher Weise 
Herr zu werden. 





Das Molekulargewicht der Nucleinséure ergibt sich nach 
den bisherigen Ausfiihrungen einfach durch Addition von vier 
Molekiilen Orthophosphorsaure, vier Molekiilen des Kohlen- 
hydrats von der MolekulargroBe C,H,,0, und je einem Molekil 
Guanin, Adenin, Cytosin und Thymin und Abzug von 11 Mole- 
kiilen Wasser, entsprechend den 11 Bindungen. Daraus ergibt 
sich fiir das Natriumsalz die empirische Formel C,,H,,0,,N,,P,Na, 
und das Molekulargewicht 1390, wahrend unter Zugrundelegung 
einer Hexose C,H,,0, ein Molekulargewicht von 1526 gefordert 
werden miifte. Die neue Formel ist also um acht Sauerstoff- und 
acht Wasserstoffatome oder um 136 d.h. um fast 9°/o kleiner. Der 
Unterschied macht im Stickstoffgehalte fast 2 °/o,im Kohlenstoff- 
gehalte 5°/o aus; es sind dies die eingangs erwahnten bisher un- 
erklarlichen und von Levene nicht beriicksichtigten Unterschiede. 
Abgesehen von den oben erwahnten Analysenzahlen 4lterer 
Untersuchungen von anderen Autoren sprechen meine neueren 
Werte fiir diese Ansicht. 


Praparat I. 


0,2322 g verloren bei 78° iiber P,O, = 0,0329 g Wasser, 
0,2604 » entsprachen 24,4 ccm /10-Séure (Kjeldahl), 


0,2583 » > 24,3 >» > 
0,1613 » > 22,5 » Nn/-Lauge (Neumann), 
0,1043 » > 15,0 » > 


 0,3738 » gaben 0,4323 g CO, und 0,1591 g H,0. 


Berechnet auf trockne Substanz. 


Berechnet fiir C,,H,,0,,N,,P,Na,: Gefunden: 
C 37,12 36,8 
H 3,49 3,79 
N 15,12 15,30 15,36 


P 893 901 9,29, 
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Praparat II. 


0,3029 g verloren bei 78° tiber P,O, = 0,0476 g Wasser, 
0,2232 » entsprachen 20,6 ccm /1:0-Saéure (Kjeldahl), 


0,2453 >» > 22.6 >» > ( > ), 
0,1142 » > 15,4 >» N/s-Lauge (Neumann), 
0,1202 » “ 16,6 >» > ( > ). 
Berechnet auf trockene Substanz. 
Berechnet fiir C,,H,,0,,N,,P,Na, : Gefunden: 
N 15,12 15,33 15,32 
P 8,94 8,89 9,09. 


Nun ist es Levene gelungen,!) zwei partielle Spaltpro- 
dukte aus der Nucleinséure darzustellen, die deswegen be- 
sonders wertvoll sind, weil sie in Form krystallisierender 
Salze erhalten wurden. Diese Spaltprodukte ahneln in ihrer 
Zusammensetzung sehr den einfachen Nucleotiden, aus denen 
Levene sich die Nucleinséiure aufgebaut denkt, da sie sowohl 
Phosphorsaure als auch Kohlenhydrat, sowie Base enthalten. 
Die von Levene verdoffentlichten Analysenzahlen sind unter 
Zugrundelegung einer Hexose C,H,,0, fiir das Kohlenhydrat be- 
rechnet, und man sollte meinen, daf sie vor allem dazu berufen 
waren, die Frage.der Molekulargréfe des Kohlenhydrats durch 
Analyse zu lésen. 

Dies ist aber nicht der Fall. Die genannten Korper ent- 
halten namlich auf ein Molekiil des Kohlenhydrates nicht ein, 
sondern zwei Molekiile Phosphorsdure und sind obendrein vier- 
basisch, soda das Molekiil der untersuchten Brucin- oder 
Baryumsalze im Verhaltnis zu dem Kohlenhydrat viel gréf8er 
ist, als das bei der Nucleinsaéure selbst der Fall ist, bei der 
auf ein Molekiil Kohlenhydrat nur ein Molekiil Phosphorsaure 
und nur ein Natriumatom von kleinem Atomgewichte kommen. 
Deswegen sind auch die Unterschiede in den Analysenzahlen, 
das eine Mal mit einer Hexose, das andere Mal mit einem 
Kohlenhydrat von der Molekulargréfe C,H,,O, berechnet, nur 
gering, wahrend bei der Nucleinsdure selbst, wie gesagt, diese 
Unterschiede mehrere Prozente ausmachen. Eine Zusammen- 
stellung wird dies ersichtlich machen: 





1) Levene u. Jacobs, Journ. of Biol. Chem., Bd. 12, S. 417. 
18* 
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lI. Ba-Salz der Hexo-Thymidin-Diphosphorsadure. 











Berechnet Berechnet Gefunden 
nach Levene nach Feulgen von Levene 
Bin eta | 18,44 19,2 18,12 
KS Asie eos 1,96 2,06 2,13 
aaa 3,91 4,09 4,11 4,18 
Perens 8,66 9,06 9,06 
ae | 38,30 40,1 38,54 








Il. Ba-Salz der Hexo-Cytidin-Diphosphors&dure. 











ae oa | 39,00 41,0 39,55 


Beim Vergleiche dieser Werte ist noch zu beachten, 
daf die Ba-Salze dieser Koérper nicht krystallisiert er- 
halten wurden, und deswegen auch die von Levene gefundenen 
Werte manchmal erheblich von den von Levene selbst ge- 
forderten Zahlen abweichen. 

Endlich mu ich an dieser Stelle einer Verdffentlichung 
Levenes aus dem Jahre 1912 gedenken. Danach hat Levene?) 
durch Fermentspaltung aus der echten Nucleinsaure ein Guano- 
sinhexosid dargestellt, aus diesem durch halbstiindiges Kochen 
mit 2°/oiger Schwefelsiure die Hexose abgespalten und aus 
ihr ein Osazon dargestellt. Diese Versuche sind in Form einer 
sehr kurzen Mitteilung verdffentlicht. Sie waren ftir die Nuclein- 
siureforschung von der allergroSten Bedeutung und wiirden 
mit meiner Ansicht vollkommen in Widerspruch stehen. Leider 
hat Levene bis jetzt (in der allerletzten Zeit war mir die 
amerikanische Literatur allerdings nur liickenhaft zuginglich) 
noch keine niiheren Angaben tiber die Darstellung, speziell 
iiber die Natur des benutzten Fermentes gemacht, sodaB ich 





1) Levene u. Jacobs, Journ. of Biol. Chem., Bd. 12, S. 377 (1912). 
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heute noch nicht — obgleich die Verd6ffentlichung bereits 
5 Jahre zurtickliegt — in der Lage war, zu diesen Versuchen 
Stellung zu nehmen. 

Zum Schlusse sei mir eine Vermutung dariiber gestattet, 
ob vielleicht das Glucal selbst in der Nucleinséure vorkommt, 
oder nur ein ihm analog gebauter Vertreter der offenbar 
groBen Klasse. Die erstere Meinung ware ja immerhin wahr- 
scheinlich, wenn man bedenkt, daB das Glucal ein Derivat des 
Traubenzuckers und auch aus diesem dargestellt worden ist. 
Ich glaube aber annehmen zu kénnen, dafi das in der Nuclein- 
séure vorkommende Kohlenhydrat nicht mit dem Glucal identisch 
ist. Denn erstens ist der Geruch, der bei der alkalischen 
Verharzung des Glucals auftritt, ein anderer als der, wie er bei 
der alkalischen Zerstorung des fraglichen Kohlenhydrates z. B. 
in dem oben beschriebenen Versuche sich bemerkbar macht; 
dann aber ist das Kohlenhydrat in der Nucleinsaéure offenbar 
noch viel empfindlicher gegen Saéuren und Alkalien, als es selbst 
das Glucal ist; denn bei derselben Einwirkung (milde Hydro- 
lyse mit Barytwasser), mittels welcher E. Fischer das Glucal 
aus seiner Acetylverbindung abspaltet, tritt bei der Thymin- 
sdure unfehlbar vollkommene Verharzung ein. 

Im weiteren Verlaufe meiner Untersuchungen will ich 
versuchen, das Kohlenhydrat (ev. mit Hilfe der beiden freien 
Aldehydgruppen in der Thyminsaure) in ein stabileres Derivat 
umzuwandeln, das eine Abspaltung von der Phosphorséure 
aushalt; derartige Versuche behalte ich mir vor. 

Die Untersuchungen wurden mit Mitteln aus der Grafin Bose- 


Stiftung ausgefiihrt. 


Anhang. 


Notizen zur Darstellung der Nucleinsdure. 


Nachdem die friiher beschriebene Methode’) zur Darstellung von 
nucleinsaurem Natrium aus Kalbsthymus in sehr vielen Fallen angewendet 
worden ist, haben sich folgende kleine Abweichungen, die allerdings nicht 
das Wesen der Methode beeinflussen, sondern nur eine glatte Darstellung 
erleichtern, als empfehlenswert erwiesen. 


1) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 90, S. 261 (1914). 
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1. Zu Seite 267, Zeile 20: 
Die Filtration wird nicht durch ein Koliertuch, sondern dureh ein 
Faltenfilter vorgenommen, das spater zusammen mit dem Riickstande aus- 


gekocht wird. 

2. Zu Seite 268 oben. 

Die erste Rohfaillung muf mit Natriumacetatlésung langere Zeit er- 
hitzt werden. Nun enthalt die Masse aber noch von der Alkoholfallung 
her Reste Alkohol, die in zweierlei Weise die weitere Verarbeitung stéren 
kénnen: Einerseits neigt der verdampfende Alkohol sehr zu Siedeverzug, 
sodafi die Fliissigkeit beim Erhitzen trotz Siedesteinchen heftig stéBt, 
anderseits kiénnen sich wahrend der nachfolgenden Filtration im Filter 
Alkoholdampfblasen entbinden und dasselbe verstopfen, sodaf die Filtra- 
tion sehr langsam verlauft. Der Alkohol wird zweckmafig entfernt, in- 
dem man die Erhitzung nicht am Riickflufrohr, sondern in einem offenen 
Kolben vornimmt. 

3. Zu Seite 268, Zeile 15. 

Die zweite Fallung wird zweckmaéfig mit siedendem Alkohol in der 
auf 80° erwirmten Lésung vorgenommen. In diesem Falle fallt das 
nucleinsaure Natrium weich aus und klebt sofort am Boden fest. Durch 
Peitschen mit einem Holzstabe kann die Mutterlauge leicht von schweben- 
den Partikelchen bis zur Klarung befreit und dann einfach abgegossen 
werden. Man erspart so die Prozedur des Absaugens. Durch Schwenken 
des noch heifien Topfes wird der gréfte Teil des noch anhaftenden Al- 
kohols zum Verdampfen gebracht. Durch Aufstellen auf das Wasserbad 
kann dieser Vorgang vollendet werden. Der Riickstand wird unter all- 
mahlicher Verwendung von 1 Liter heiffen Wassers aus dem Kessel her- 
ausgelést, in einen 2 Literkolben gebracht und nach S. 269, Zeile 2 weiter- 
behandelt. 

4. Zu Seite 269, Zeile 6. 

Die dritte Fallung wird zweckméfhig in der Kalte vorgenommen, 
damit man ein poréses Praparat erhalt, das sich mit Alkohol leicht ent- 
wissern lift. Da jedoch in der Kalte die Lésung eine feste Gallerte 
bildet, verfahrt man derart, daf§ man zu der heifen mit etwas Natrium- 
acetat versetzten Lésung vorsichtig unter Umriihren kalten Alkohol bis 
zur beginnenden Triibung zusetzt, dann abkiihlen 1a{t und nun erst den 
Rest des Alkohols zur eigentlichen Fillung zufiigt. 
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Notiz iiber den Fettgehalt der menschlichen Gallensteine. 


Von 


E. Salkowski. 





(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, August 1917.) 


Die alteren Hand- und Lehrbiicher der physiologischen 
Chemie fiihren als Bestandteil der Gallensteine auch Neutral- 
fett an, so Gorup-Besanez') «verseifbares Fett (v. Planta 
und Kekulé)». Auch Hoppe-Seyler sagt in seinem Lehrbuch, 
S. 323, «Geringe Mengen verseifbaren Fettes sind in Gallen- 
steinen?) von Hein, v. Planta und Kekulé und anderen beob- 
achtet». Die neueren Lehrbiicher driicken sich nicht so be- 
stimmt aus. An sich hat die Frage, ob in den Gallensteinen 
Neutralfett vorkommt oder nicht, natiirlich kein besonderes 
Interesse, sie ist aber von Bedeutung fiir die Darstellung des 
Cholesterins. Dieser liegt meistens die Vorstellung zugrunde, 
daf die Gallensteine Fett enthalten, das natiirlich mit dem Chole- 
sterin in Lésung geht, also beseitigt werden mu’. Dement- 
sprechend lautet die Vorschrift in der Regel dahin, daB das 
rohe Cholesterin zur Reinigung mit alkoholischer Kalilauge zu 
erhitzen sei.*) Soviel ich sehen kann, weichen nur R6hmann 
und S. Frankel hiervon ab. ROhmann sagt in seiner «Bio- 
chemie» S. 602: «Zur Darstellung von Cholesterin dienen Gallen- 
steine. Sie werden zerrieben und mit Ather extrahiert. Der 
Atherriickstand wird aus siedendem Alkohol umkrystallisiert.» 
Ahnlich lautet die Vorschrift von S. Frankel.*) 





1) Lehrbuch, 3. Aufl., S. 538. 
*) Dem Zusammenhange nach meinen beide Autoren augenschein- 


lich menschliche Gallensteine. 
5) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. usw., 8. Aufl., S. 302 (1909). 


‘) Deskriptive Biochemie, S. 188. 
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Ich habe nun schon einmal darauf hingewiesen, daB ich 
in Gallensteinen kein Fett habe finden kénnen, sondern nur 
Fettsiuren.!) Eine sich mir bietende Gelegenheit, diese An- 
gabe nochmals zu priifen, habe ich nicht unbenutzt voriiber- 
gehen lassen wollen. 

Zu einem bestimmten Zweck, der hier unerortert bleiben 
kann, wurde eine gréfere Quantitaét, etwa 100 g Cholesterin, 
das aus Gallensteinen durch Ausziehen mit Ather, Ausschiitteln 
der atherischen Losung mit verdiinnter Natronlauge zur Ent- 
fernung von Fettsaéuren, Verdunsten der atherischen Lésung 
dargestellt war, nochmals aus Alkohol umkrystallisiert. Die 
hierbei entfallende Mutterlauge stellte nach dem Abdestillieren 
bezw. Verdampfen des gréften Teils des Alkohols eine breiige 
mit Cholesterinkrystallen durchsetzte Masse dar. Sie muBte das 
Fett, wenn solches vorhanden, enthalten. 


Zur Untersuchung hierauf wurde dieselbe in Ather gelost, 
die atherische Lo6sung zunachst, um sie von etwa noch vor- 
handenen Fettsiuren zu befreien, nochmals mit verdiinnter 
Natronlauge, dann mit Wasser ausgeschiittelt. Die durch ein 
trockenes Filter filtrierte Atherlisung wurde abdestilliert, der 
Riickstand lingere Zeit unter Riickflu{ mit alkoholischer Kali- 
lauge gekocht, wobei auffallend rote Farbung eintrat, mit Wasser 
verdiinnt und mit Ather ausgeschiittelt, der das noch vor- 
handene Cholesterin aufnahm. Die vom Ather befreite alka- 
lische Lisung gab beim Anséuern mit Salzsiiure eine starke 
milchige Triibung, die jedoch, wie die weitere Untersuchung 
zeigte, nicht von Fettsauren herrihrte. Beim Ausschiitteln 
mit Ather wurde die milchige Fliissigkeit ganz klar. Die Ather- 
lésung hinterlieB beim Abdestillieren einen braunlichen Riick- 
stand, der sich, wiederum in scheinbarer Ubereinstimmung mit 
Fettsaiuren, in Natriumcarbonatlésung beim Erwarmen klar léste, 
die Lisung erstarrte indessen beim Erkalten nicht zu Seifen- 
leim. Auf Zusatz von Salzsiéiure zu der alkalischen Lésung 
schied sich eine harzartige Masse aus, die abfiltriert, gewaschen 
und an der Luft getrocknet wurde. Sie bildete nun ein sprédes, 





') Diese Zeitschr., Bd, 98, S. 284. 








Notiz iiber den Fettgehalt der menschlichen Gallensteine. 261 


leicht zerreibliches Harz, das, auf dem Platinblech erhitzt, 
unter Verbreitung eines terpentinartigen Geruches schmolz und 
mit leuchtender Flamme verbrannte, ohne Riickstand zu hinter- 
lassen. Von sonstigen Eigenschaften sei erwiihnt: 


Schmelzpunkt bei etwa 93°. 

Leicht léslich in Ather, Chloroform, Alkohol, Aceton, 
Eisessig. 

Die Lésung in konzentrierter Schwefelsiure war gelb ohne 
Fluorescenz oder Dichroismus. 

Pettenkofersche Reaktion war weder in der alkalischen 
noch in der Eisessiglésung zu erhalten. 

Uber die Natur dieser harzartigen Substanz konnte bei 
der geringen Menge nichts weiter festgestellt werden, ihre fiir 
ein Derivat des tierischen Organismus ungewOohnliche Beschaffen- 
heit lief aber die Frage auftauchen, ob sie iiberhaupt von den 
Gallensteinen abstammt und nicht vielleicht eine Verunreinigung 
des gebrauchten Alkohols darstellt. An eine derartige Erkla- 
rung lassen alte, wenig beachtete und doch nicht unwichtige 
Beobachtungen denken, die seinerzeit G. Salomon’) iiber das 
Vorkommen von Traubenzucker in angeblich reinstem Alkohol 
gemacht hat. Er fand solchen — zu ungefahr 0,13 g in 1 Liter — 
in den besten Sorten Alkohol aus renommierten Bezugsquellen 
(Kahlbaum, Gilka, Schering). DieErklarung findet Salomon 
darin, daf der Alkohol, wenn er auch in Glasballons geliefert 
wird, doch zu irgend einer Zeit in Fassern gelagert hat und 
diese hiufig friiher zur Aufbewahrung zuckerhalliger alkohol- 
haltiger Fabrikate gedient haben; doch diirfte dieses fiir den 
Alkohol von Kahlbaum und Schering kaum zutreffen. Im 
vorliegenden Falle war daran zu denken, dafi der Alkohol bei 
der Lagerung aus dem Eichenholz der Fasser Substanzen ahn- 
licher Art, wie die beschriebene, bezw. nach dem Behandeln mit 
alkoholischer Kalilauge sich ahnlich verhaltende, aufgenommen 
haben k6énnte. Das ist jedoch nach der hierauf gerichteten 
Untersuchung nicht der Fall. 1 Liter desselben Alkohols, der 
zum Umkrystallisieren gedient hatte, wurde abdestilliert und 





1) G. Salomon, Zentralbl. f. die med. W. 1876, Nr. 22. 
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schlieBlich auf dem Wasserbad zur Trockne gedampft. Es hinter- 
blieb ein gelblicher Uberzug in der Schale in geringer Quan- 
titét, der sich im Wasser leicht léste. Die Lésung farbte 
sich bei Zusatz von ein wenig Ferriammonsulfatl6sung griin- 
lich. Ferner vertiefte sich die gelbe Farbe bei Zusatz von 
Natronlauge. Die alkalisierte L6sung gab mit ein wenig Kupfer- 
sulfatldsung versetzt und erhitzt Ausscheidung von rotem Kupfer- 
oxydul in sehr geringer Quantitaét. In dem Alkohol waren also 
wohl Spuren von <eisengriinender» Eichenholzgerbsaure vor- 
handen. Die Ursache der reduzierenden Wirkung muf dahin- 
gestellt bleiben. 

Die untersuchten Gallensteine enthielten also kein Fett, 
sondern eine harzartige, in ihren Léslichkeitsverhaltnissen dem 
Fett sich aihnlich verhaltende Substanz. Da8 in manchen Gallen- 
steinen auch Fett vorkommen kénnte, vermag ich natiirlich 
nicht in Abrede zu stellen. 




















Ober Erepsin im normalen Harn und iiber dessen Beziehung 
zu anderen Proteasen. 


Von 


S. G. Hedin und Y. Masai. 





(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1917.) 
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1. Einleitung. 


Vor mehreren Jahren hat der eine von uns (Hedin) nach- 
weisen kénnen, dafi normales Serum ein proteolytisches Enzym 
enthallt, das einerseits bei 1/s-Sattigung des Serums mit Am- 
moniumsulfat, anderseits beim Ausfallen des Globulins durch 
Dialyse oder durch Verdiinnen des Serums und Zugabe von 
Essigsaure im Niederschlage erhalten wurde. Der bequemste 
Weg, das Enzym aus dem Serum abzuscheiden, war, das ver- 
diinnte Serum mit einer schwach alkalischen Caseinlésung zu 
versetzen und dann das Casein samt dem Globulin mit Essig- 
sdure auszufallen.1) Das Vermégen des ausfallenden EiweiBes, 
etwa vorhandenes Enzym mitzureiBen, wurde auch durch Aus- 
fallen von Casein im Harn gepriift. Wenn eine schwach al- 
kalische Caseinlésung zum verdiinnten Harn gesetzt wird, und 
das Casein dann durch vorsichtigen Zusatz von Essigsdure ge- 





*) Journ. of Physiol. (engl.) Bd. 30, S. 195 (1903). 
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fallt wird, so zeigt der entstandene Niederschlag unter Um- 
stinden ein auffallendes Vermoégen, Fibrin bei schwach al- 
kalischer Reaktion aufzuldsen. Die bei dieser Digestion ent- 
standenen Produkte wurden in Hedins Laboratorium von 
Cathcart untersucht, und es ergab sich dabei, daB die Auf- 
spaltung des Eiweifes ebensoweit geht wie mit irgend welchem 
bisher untersuchten Enzym. Es wurden folgende Produkte 
isoliert: Histidin, Lysin, Tyrosin, Leucin, Valin, Prolin, Gluta- 
minsaure und Tryptophan.?) 

In bezug auf die Frage nach dem Ursprung des hierbei 
wirksamen Enzyms waren aber diese Versuche nicht eindeutig, 
da es einerseits seit lange bekannt ist, daB das Fibrin unter 
Umstanden proteolytische Wirkung zeigen kann, anderseits die 
Moglichkeit auch vorliegt, dafB das Casein aus dem Harn ein 
proteolytisches Enzym habe mitreifien kénnen. Deshalb ver- 
anlafite Hedin vor einigen Jahren Filip Johansson, weitere 
Versuche tber diese Frage anzustellen. Dieser versuchte 
quantitative Bestimmungen in der Weise auszufiihren, dai zu 
einer gegebenen Menge verdiinnten Harnes eine gewisse Menge 
Caseinlésung zugesetzt wurde, worauf mit Essigsaure gefallt 
wurde. Der Niederschlag zusammen mit einer gegebenen 
Menge Fibrin wurde dann mit einer gréBeren Menge alkalischer 
Caseinlésung digeriert; beim Abbrechen der Enzymwirkung 
wurde mit einer gemessenen Menge Gerbsdurelésung gefallt 
und in einem gegebenen Volumen des Filtrates der Stickstoff 
bestimmt. Da der durch Gerbsaure nicht fallbare Stickstoff 
bei der Proteolyse zunimmt, wird die stattgefundene Enzym- 
wirkung gewissermafen durch die fragliche Stickstoffmenge 
repriisentiert. Durch Erhitzen des Caseinniederschlages oder 
des Fibrins vor der eigentlichen Proteolyse konnte die Wirkung 
des erhitzten Stoffes ausgeschlossen werden. Aus Johans- 
sons Versuchen ging hervor, da die proteolytische Wirkung, 
welche durch den Caseinniederschlag und das Fibrin hervor- 
gerufen wird, durch beide bedingt ist. Wohl zeigt jede der 
beiden Substanzen fiir sich eine schwache Wirkung, aber 


') Salkowski-Festschrift, 1904. 
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wenn beide zugleich in Wirkung sind, wird die Proteolyse 
meistens entschieden grdBer als die Summe der Wirkungen 
beider fiir sich. ') 


2. Allgemeines tiber die neuen Versuche. 


Im Herbst 1916 haben wir die Versuche iiber diesen 
Gegenstand wieder aufgenommen. Zunichst sind wir bemiiht 
gewesen, die wirksame Substanz im Harne und die auf dem 
Fibrin jede fiir sich gewissermaBen zu isolieren und in genau 
meBbare Form zu bringen. 

Dies gelang uns in bezug auf den Harn in der Weise, 
daS wir, anstatt zugesetztes Casein aus dem Harn auszufillen, 
den Harn mit Ammoniumsulfat sattigten. Hierbei entsteht ein 
Niederschlag, welcher je nach der Reaktion des Harnes der 
Menge und Zusammensetzung nach verschieden sein diirfte. 
AuBer etwa vorhandenen kolloiden Substanzen, z. B. Farb- 
stoffen, diirften wohl auch Salze im Niederschlage enthalten 
sein und bei alkalischer Reaktion besonders viel Phosphate. 
Wird der mit Ammoniumsulfat erhaltene Niederschlag mit 
Wasser angeriihrt der Dialyse unterworfen, bis das Ammonium- 
sulfat entfernt ist, so zeigt die filtrierte L6sung dieselbe Wirkung 
wie der vorher von Johansson untersuchte Caseinniederschlag. 
Der bei unseren Versuchen benutzte Harn war Menschenharn. 

Die wirksame Substanz auf dem Fibrin in Lésung zu 
bringen ist uns in der Weise gelungen, dafi wir das Fibrin 
mit schwach alkalischer Caseinlésung einige Tage bei 37° be- 
handelt haben. Dabei wird das Fibrin zum Teil aufgeldst 
und auch das Casein wird ziemlich stark aufgespalten. Die 
nach dieser Behandlung abfiltrierte Lésung zeigt fiir sich eine 
deutliche proteolytische Wirkung und zusammen mit der mit 
Ammoniumsulfat erhaltenen Harnenzymlésung zeigt dieselbe 
die némliche Wirkung wie das Fibrin selbst. Es sei aber so- 
fort bemerkt, dafS die Wirkung des Fibrins, sowie die der aus 
demselben mit Casein erhaltenen Lésung ganz verschieden 
ausfallen kann, je nach der Art und Weise, in welcher das 
Fibrin hergestellt wurde. Wenn das Fibrin vom Rinde, unter 





1) Diese Zeitschr., Bd. 85, S. 72 (1913). 
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Schlagen des Blutes erhalten, nur einen oder ein paar Tage 
mit Wasser gewaschen wird, kann man gelegentlich mit dem- 
selben eine nur sehr schwache Wirkung erhalten. Wird aber 
das Waschen in einem hohen Glaszylinder durch Einleiten 
von flief}endem Wasser bis zum Boden des Zylinders eine 
Woche oder mehr fortgesetzt, wird nachher eine viel kraftigere 
Wirkung erhalten, sowohl mit dem Fibrin selbst, wie mit der 
aus demselben mit Casein bereiteten Enzymlésung. Zweck- 
mafig setzt man am Anfang des Waschens etwas Chloro- 
form zu dem Fibrin, um Faulnis zu verhindern, Wahrend des 
Waschens schwillt das Fibrin deutlich auf und mdglicher- 
weise werden gewisse Bestandteile desselben mehr oder 
weniger vollstandig ausgelést. Wenn das Fibrin nach dem 
Auswaschen nicht sofort angewandt wird, kann dasselbe zweck- 
mafig unter Glycerin mit etwas Toluol aufbewahrt werden. ') 

Wie wir weiter unten sehen werden, kann man beim 
Ausziehen des Fibrinenzyms auch andere Eiweifkorper als das 
Casein beniitzen, z. B. schwach alkalische Lésungen von ge- 
kochtem Serumalbumin oder Conglutin. Dagegen gelang es 
uns nicht, mit schwach alkalischem Wasser nennenswerte 
Mengen Enzym in Lésung zu bringen. Moglicherweise ist dies 
so zu erklaren, da8B das Alkali ohne die Gegenwart von ge- 
léstem Eiweif etwa aufgeléstes Enzym sofort zerlegt. 

Bei der Priifung der proteolytischen Enzymwirkung haben 
wir als Substrat fast nur schwach alkalische Caseinlésung 
benutzt, da das Casein viel leichter von proteolytischen En- 
zymen angegriffen wird als irgend einer der tibrigen von uns 
angewandten Eiweifkorper. Die Caseinl6sung wurde in der 
Weise bereitet, daB 20g Casein (Kahlbaums nach Ham- 
marsten hergestelltes Praparat) mit 100 ccm 0,1 n-NaOH und 
400 ccm Wasser auf dem Wasserbade so lange erhitzt wurde, 
bis nur einige Kérnchen ungelést zuriickblieben. Dann wurde 
hei8 filtriert und mit Toluol aufbewahrt. Die so bereitete Losung 
reagiert gegen Lackmus schwach, aber deutlich alkalisch. Bei 
der Ausfiihrung der Versuche wurden gegebene Mengen der 





1) In ein paar Fallen haben wir beobachtet, daf{ auch so aufbe- 
wahrtes Fibrin nach ‘/: Jahr bei Zimmertemperatur aufgelést wird. 
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Enzymlésungen mit meistens 50 ccm Caseinlésung versetzt und 
éfters auBerdem etwas Alkali zugegeben. Als Antiseptikum 
bei den Versuchen wurde Toluol angewandt. Nach einer ge- 
gebenen Zeit bei 37° wurde die Enzymwirkung in den meisten 
Fallen durch Zusatz von Gerbsaurelésung abgebrochen. Diese 
enthielt auf 1 Liter 100 g Gerbséure, 50 g NaCl, 50 g Natrium- 
azetat und 50 ccm Eisessig. Die Menge Gerbsiaurelésung, welche 
fiir vollstandige Fallung notig ist, kann in einer besonderen 
nicht bei 37° aufbewahrten Probe bestimmt werden. Nach 
einigen Stunden wurde die gefallte Fliissigkeit filtriert und in 
einem gegebenen Volumen des vollig klaren Filtrates der Stick- 
stoff nach Kjeldahl! bestimmt. 

In einer besonderen Kontrollprobe, welche 1/2 Stunde auf 
dem Wasserbade erhitzte Enzymloésungen enthielt, wurden die 
in den Enzym- und Caseinlésungen vor der Enzymwirkung vor- 
handenen durch Gerbsaéure nicht fallbaren Stickstoffmengen, 
sowie die in den Reagentien befindlichen auf einmal bestimmt. 
Die in der Kontrollprobe erhaltene Stickstoffmenge muB8 folglich 
in Abzug gebracht werden. | 


3. Direkte Einwirkung des Harnenzyms auf Eiweif. 

Hier sowie im folgenden wird mit Harnenzym (H. E.) 
die durch Sattigung von Menschenharn mit Am,SO, und Dia- 
lysieren des in Wasser verteilten Niederschlages erhaltene, 
filtrierte Loésung gemeint. Fiir die Sattigung von 1 Liter Harn 
wird zweckmiabig 640 g Ammoniumsulfat verwendet. Wenn das 
Salz stark saure Reaktion zeigen sollte, mu die Saéure beim 
Auflésen des Salzes im Harn abgestumpft werden. Auf 1 Liter 
Harn wird rund 100 ccm filtrierte Enzymlésung erhalten. 

In bezug auf die Wirkung dieser Enzymlésung konnte 
zunachst konstatiert werden, dai die Lésung auf Eiwei8 in salz- 
saurer Lésung eine ausgesprochene Wirkung zeigt, was wohl 
mindestens zum gréfiten Teil von dem Vorhandensein von dem 
Harnpepsin herriihren diirfte. Dann wurde aber gefunden, da das 
Harnenzym auch in schwach alkalischer Lésung auf verschiedene 
EiweiBkérper eine sehr schwache, aber meistens deutliche Wir- 
kung zeigt. Dies war z. B. in folgenden zwei Versuchen der Fall. 
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Casein als Substrat. 


1. 25 ccm Casein + 25 ccm H. E. 
2. 25 » >» + 25 » » » erhitzt. 
Nach 5 Tagen bei 37° 15 ccm Gerbsaure ; 30 ccm Filtrat. 
Nr. 1 ergab NH, entsprechend 3,1 ccm 0,1 n-Saure 
>» 2 » £=NH,; > 23 >» O,1 > 
Die Enzymwirkung entsprach folglich 0,8 ccm Sdure. 


Mit einer sehr schwach alkalischen, auf dem Wasserbade 


erhitzten Serumalbuminlésung wurden folgende Proben 
bereitet: 


1. 50 ccm Serumalbumin + 40 ccm H. E. -++ 10 ccm H,O 
2. Kontrolle mit erhitztem H. E. 


~~ 


Nach 4 Tagen bei 37° 15 ccm Gerbsaure; 50 ccm Filtrat. 
Nr. 1 ergab 2,4 ccm Saure, 
> 2 » 18 >» » 
Die Wirkung entsprach 1,1 ccm Siaure. 
Auch aus den meisten der im folgenden angeftihrten 
Versuchsserien iiber die kombinierte Wirkung von H. E. und 
anderen Enzymen (Abschn, 6—8) ist eine schwache Wirkung 


von dem Harnenzyme allein zu ersehen. 


4. Direkte proteolytische Wirkung von Fibrin. 

1. 50 ccm Caseinlisung -++ 5 g geprefites feuchtes Fibrin, 
2. Kontrolle mit auf Wasserbad erhitztem Fibrin. 
Nach 5 Tagen bei 37° 30 ccm Gerbsadure; 50 ccm Filtrat. 

Nr. 1 19,3 ccm Saure, 

‘2 s « >» ; Enzymwirkung 14,3. 
Ohne die Gegenwart von Casein war die Wirkung viel 

geringer, was olffenbar mindestens zum Teil auf die geringere 


Menge Substrat zuriickzufiihren ist: 
1. 5g feuchtes Fibrin + 50 ccm 0,1°%0ige Na,CO,-Lésung, 
2. Kontrolle mit erhitzem Fibrin. 


Nach 5 Tagen bei bei 37° 20 ccm Gerbsidure; 40 ccm Filtrat. 
Nr. 1 3,7 ccm Saure, 
>» 2 1,5 » » ; Wirkung = 2,2. 
Die Wirkung des Fibrins geht am besten bei schwach 


alkalischer Reaktion vor sich: 
1. 50 ccm Caseinlisung +- 5 g Fibrin +- 30 ccm H,O + 4 ccm H,O. 
2. 50 cem Caseinlésung + 5 g Fibrin + 30 cem H,O + 2 ccm H,O0 
+ 2ccm 5%oiges Na,COg. 
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3. 50 ccm Caseinlisung +- 5 g Fibrin + 30 ccm H,O + 4 ccm 5 %oiges 
Na,CQ,. 
Nach 3 Tagen bei 37° 30 ccm Gerbsdure; 50 ccm Filtrat. 
Nr. 1 8,1 ccm Saure, 
>» 2108 » > 
> 3 56 >» > 


In einem anderen Versuche mit anderem Fibrin wurden 
die Alkalimengen folgendermafen variiert: 


1. 50 ccm Caseinlésung -++ 5 g Fibrin +- 30 ccm H,O + 4 ccm H,O. 
2. 50 ccm Caseinlésung -++ 5 g Fibrin +- 30 ccm H,O + 3 ccm H,O 
+ iccm 5% iges Na,CO,. 
3. 50 ccm Caseinlésung -}- 5 g Fibrin + 30 ccm H,O + 2 ccm H,O 
+ 2 ccm Na,CQ,. 
4. 50 ccm Caseinlésung + 5 g Fibrin -+- 30 ccm H,O +- 1 ccm H,O 
3 ccm Na,CO,. 
5. 50 ccm Caseinlésung +- 5 g Fibrin +- 30 ccm H,O +- 4 ccm Na,CO,. 
Nach 4 Tagen bei 37° 35 ccm Gerbsaure; 50 ccm Filtrat. 
Nr. 1 11,5 ccm Saure, 
>» 2 16,7 » > 
> 3 16,6 >» > 
>» 4 10,8 » » 
» § 10,7 » > 


Weiteres tiber die Wirkung des auf dem Fibrin vor- 
handenen Enzymes allein ist aus Abschnitt 6 zu ersehen. 


— 


5. Aus Fibrin bereitete Enzymlésung. 


Bei der Herstellung der Enzymlésung aus Fibrin wurde 
35 g feuchtes Fibrin mit 250 cem Caseinlésung (wie S. 4 an- 
gegeben bereitet) 2—4 Tage in Gegenwart von Toluol bei 37° 
behandelt; darauf wurde das Gemenge filtriert und in einigen 
Fallen das Filtrat zur Entfernung gewisser Spaltungsprodukte 
des EiweiBes der Dialyse wéhrend einiger Tage unterworfen: 

1. 50 ccm Enzymlésung + 20 ccm Caseinlésung (ohne Enzym) 


+ 1ccm 5%oiges Na,CO,. 
2. 50 ccm Enzymidsung + 20 ccm Caseinlésung (ohne Enzym) 


+ 1ccm 5°%/oige Essigsiure. 
3. Kontrolle wurde sofort mit Gerbsaure gefallt. 


In der Probe 2 entstand bei dem Zusatz von Essigsaure 
ein Niederschlag von Casein und die Reaktion war gegen Lack- 
mus deutlich sauer. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, C. 19 
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Nach 4 Tagen bei 37° 60 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat. 
Nr. 1 46,8 ccm Saéure; Enzymwirkung 23,6, 
>» 2 35,2 » . 3 > 12,0, 
> 3232 » » 

Die in angegebener Weise bereitete Enzymlésung wirkt 
folglich auch bei saurer Reaktion. Andere Versuche, aus welchen 
die Wirkung der wie oben bereiteten Enzymlésung zu ersehen 
ist, werden im Abschnitt 7 angefiihrt. 

Um zu priifen, ob eine schwach alkalische Lésung von 
anderen Eiweifkérpern als Casein das Fibrinenzym in Lésung 
zu bringen imstande ist, haben wir eine Lésung von Con- 
glutin folgendermafen bereitet und auf Fibrin einwirken 
lassen: 20 g Conglutin ++ 50 ccm 0,1 n-NaOH -+- 450 ccm H,O 
wurden auf dem Wasserbade erhitzt, bis das Conglutin fast 
vollkommen aufgelést war. Darauf wurde filtriert und 40g 
feuchtes Fibrin mit 200 ccm der Conglutinlésung ein paar Tage 
bei 37° behandelt. Nach Filtrieren wurde die Einwirkung der 
so bereiteten Enzymlisung auf wie eben angegeben bereitete 
Conglutinlédsung als Substrat gepriift: 

1. 15 cem Enzymlésung -+- 50cm Conglutinlésung -+- 20 ccm H,0, 


2. Kontrolle mit erhitzter Enzymlésung. 
Nach 4 Tagen bei 37° 40 ccm Gerbsdure; 50 ccm Filtrat. 


Nr. 1 13,55 ccm Saure, 
>» 2 10,5 » >» ; Enzymwirkung 3,05. 

Eine Losung von Serumalbumin wurde folgendermafen 
behandelt: von einer mit Hilfe von Am,SO, aus Rinderserum 
bereiteten und stark dialysierten Serumalbuminlésung wurden 
250 cem genommen und mit 5ccm 5°/oiger Na,CO, auf dem 
Wasserbade 1 Stunde erhitzt; darauf wurde 50g Fibrin zu- 
gesetzt und alles 3 Tage bei 37° gehalten, worauf von nicht 
aufgeléstem Fibrin abfiltriert wurde. Die Einwirkung der so 
erhaltenen Lésung auf erhitzte Serumalbuminlésung wurde wie 
folgt gepriift: 

1. 10 ccm Enzymlisung ++ 50 ccm Serumalbuminlésung -+ 20 cem H,0, 
2. Kontrolle mit erhitzter Enzymlésung. 
Nach 5 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat. 
Nr. 1 7,1 ccm Saure, 
> 287 » >» ; Enzymwirkung 3,4. 
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6. Harnenzym und Fibrin. 


Die Wechselwirkung zwischen dem Harnenzym und 
anderen Enzymen wurde in der Weise untersucht, daf zu- 
gleich vier Proben bereitet wurden, welchen allen aufer dem 
Substrate beide Enzyme zugesetzt wurden. In der Probe A 
waren beide Enzyme nicht erhitzt und folglich wirksam; in 
der Probe B war das Harnenzym erhitzt und folglich un- 
wirksam und eine etwaige Wirkung riihrte folglich von dem 
anderen Enzym her; in der Probe C war letzteres erhitzt, 
und eine in dieser Probe etwa auftretende Wirkung riihrte 
demnach von dem Harnenzym her. In der Probe D waren 
beide Enzyme durch Erhitzen zerstért und diese Probe diente 
deshalb als Kontrolle, welche zugleich die in den angewandten 
Lésungen und in den Reagentien enthaltenen, mit Gerbséure 
nicht fallbaren N-Mengen ergab. Die in der Probe D erhaltene 
N-Menge wurde folglich von den in A, B und C erhaltenen, 
mit Gerbséure nicht fillbaren N-Mengen abgezogen, und der 
Rest entspricht folglich in A der Wirkung beider Enzyme, 
wenn sie zugleich wirken, in B der Wirkung des mit dem 
Harnenzym zu vergleichenden Enzyms allein und in C der 
Wirkung des Harnenzyms allein. In den Versuchen mit dem 
Harnenzym und dem Enzym auf dem Fibrin waren die vier 
Proben folgendermafien zusammengesetzt: 


A. 5g Fibrin + 40 ccm H. E, -+ 50 ccm Caseinlésung, 

B. 5> » + 40 » HE. erhitzt + 50 ccm Caseinlésung, 
C. 5> » ~~ erh. + 40ccm H.E. + 50ccm Caseinlésung, 
D. (Fibrin + H.E.) erhitzt -+ 50 ccm Caseinlésung. 


Ein Versuch mit eben diesen Mengen wurde nach 2 Tagen 
bei 37° abgebrochen; 30 ccm Gerbsaéure; 75 ccm Filtrat. 


A. 29,5 ccm Saure; reduzierter Wert = 26,4 
B. 12,3 » > 5 > > = 92 
C. 3,6 » e > >» = 05 
D. 31 » > 


In einem anderen Versuch mit nur 30ccm H. E. und 
65 ccm Filtrat wurden folgende Ziffern erhalten: 


A. 29,7 ccm Saure; reduzierter Wert = 27,4 
B. 15,0 >» >; > > = 12,7 
19* 
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C. 2,6 ccm Saure; reduzierter Wert = 0,3 
D. 23 » > 
In noch anderen Versuchen, wo gelegentlich eine geringe 
Alkalimenge den vier Proben zugegeben wurde, wurden in- 
sofern die gleichen Resultate wie oben erhalten, als die 
Summe der reduzierten Werte in B und C den reduzierten 
Wert von A bei weitem nicht erreichte. Wir lassen hier die 
fraglichen Ziffern folgen: 


A. 29,25 33,3 18,2 
B. 11,85 21,3 12,45 
C. 0,15 1,65 1,1 


In einem Versuche, wo kein Casein zugesetzt wurde und 
das Fibrin folglich als einziges Substrat vorhanden war und 
wo die Proben die folgende Zusammensetzung besafen, 5 g 
Fibrin + 40 ccm H. E. + 50 cem 0,1 °/oiges Na,CO,, wurden 
folgende reduzierte Ziffern erhalten: 

A. 4,3 ccm Saure, 
B. 2,6 > > 
C. 0,0 » > 

Unsere Versuche mit Harnenzym und feuchtem Fibrin 
bestitigen folglich vollauf die Resultate, wozu Johansson 
mit dem im Harn erzeugten Caseinniederschlage und Fibrin 
gelangte. Die Anordnung unserer Versuche war insofern eine 
giinstigere, als wir das Harnenzym in der Form von Loésung 
gebrauchten und folglich eine genauere Dosierung erzielen 
konnten. Dasselbe haben wir in bezug auf das Fibrin in der 
Weise erreichen kénnen, da8 wir mit Hilfe von Eiwei8k6rpern 
in Lésung gebrachtes Fibrinenzym in Anwendung gezogen 
haben, wie aus dem folgenden Abschnitt zu ersehen ist. 


7. Harnenzym und geldéstes Fibrinenzym. 


Die Anordnung der Versuche war dieselbe wie oben S. 271 
angegeben. Nur wurde anstatt des Fibrins ein gegebenes 
Volumen der aus Fibrin bereiteten meistens dialysierten Enzym- 
lésung angewandt. 


A. 10 ccm Enzymlésung -++ 25 ccm H. E. -+- 50 ccm Caseinlésung 
+ 2ccm 5°%/oiges Na,CQy. 
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B. 10 ccm Enzymlésung -++ 25 ccm H. E. erhitzt -+ 50 ccm Casein- 
lésung + 2 ccm 5% iges Na,CQ,. 

C. 10 ccm Enzymlésung erh. -+- 25 ccm H. E. -+ 50 ccm Casein- 
lésung + 2 ccm 5°%oiges Na,CQ,. 

D. (Enzymlésung -+ H. E.) erhitzt ++ 50 ccm Caseinlésung + 2 ccm 
5 *Joiges Na,CQ,. 

Nach 4 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsdure; 75 ccm Filtrat. 

A. 8,35 ccm Saure; reduzierter Wert 6,90 


B. 2,70 » 3 > > 1,25 
C. 1,95 >» 4 > >» 0,5 
C. 1,45 » > 


Wie ersichtlich ergab das Fibrinenzym fiir sich die Ziffer 
1,15 und das Harnenzym fir sich die Zahl 0,5. Die Summe 
beider Wirkungen wird folglich 1,75. Anderseits wurde bei 
der gleichzeitigen Wirkung beider Enzyme die Ziffer 6,90 er- 
halten, welche bei weitem die Ziffer 1,75 tibertrifft. Bei gleich- 
zeitiger Wirkung der beiden Enzyme wird folglich ein Resultat 
erhalten, das entschieden grdfer ist als die Summe beider 
Wirkungen, wenn sie unter den gleichen Bedingungen jede 
fiir sich von statten gehen. Dasselbe wurde bei allen mit Harn- 
enzym und Lésungen des Fibrinenzyms angestellten Versuchen 
gefunden. Zwei andere Versuche mit Enzym, das mit Hilfe von 
Caseinlésungen aus Fibrin erhalten worden war und bei welchen 
Caseinlésung als Substrat diente, ergaben folgende reduzierte 


Ziffern : 


A. 9,65 23,8 
B. 3,25 11,8 
C. 0,75 £7. 


Dasselbe wurde bei einem Versuche gefunden, wo mit 
Hilfe von erhitztem Serumalbumin bereitete Enzymlésung an- 
gewandt wurde und alkalisches Serumalbumin ebenfalls als 
Substrat zur Anwendung kam (S. 270): 


A. 10 ccm Enzymlésung -++ 20 ccm H. E. -++- 50 ccm erhitzte Serum- 


albuminlésung. 

B. 10 ccm Enzymlésung ++ 20 ccm H. E. erhitzt +- 50 ccm erhitzte 
Serumalbuminlésung. 

C. 10 ccm Enzymlésung erhitzt -++ 20 ccm H. E. + 50 cem erhitzte 
Serumalbuminlisung. 

D. (Enzymlésung -+ H. E.) erhitzt -+- 50 ccm erhitzte Serumalbumin- 
lésung. 
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Nach 5 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsdure; 75 ccm Filtrat. 
A. 9,8 ccm Saure; reduzierter Wert 6,1 


B. 7,1 » i . » 34 
C. 38 » 3 : >» O,1 
D. 3,7 » > 


8. Harnenzym und Globulinenzym. 


Wie bereits (S. 263) erwéhnt, hat der eine von uns vorher 
gefunden, daB das bei '/s-Sattigung des Blutserums mit AmSO, 
ausfallende Globulin ein proteolytisches Enzym enthalt. Wir 
haben es deshalb angemessen gefunden, zu untersuchen, wie 
sich dieses Enzym zu dem Harnenzym verhilt. Das Globulin 
wurde wie angegeben aus dem Serum gefallt und abfiltriert, 
darauf in Gegenwart der im Niederschlage zuriickgebliebenen 
Salzmenge in viel Wasser aufgelést und noch einmal durch 
\/s-Sattigung mit Am,SO, gefallt, was gelegentlich noch einmal 
wiederholt wurde. SchlieBlich wurde das Salz durch Dialyse 
entfernt. Das Volumen der so erhaltenen Globulinsuspension 
war etwa die Hilfte des angewandten Serums. Nach Hedins 
bereits zitierten Untersuchungen zeigt das bei '/s-Siattigung er- 
haltene Globulin proteolytische Wirkung, wahrend die zwischen 
1/3s- und 1/2-Sattigung ausfallende Globulinfraktion, sowie noch 
mehr die zwischen !/2 und voller Sattigung erhaltene Serumalbu- 
minfraktion die erwihnte Enzymwirkung entschieden hemmen, 
auf jeden Fall, wenn Casein als Substrat angewandt wird. 

Fiir unsere Versuche wurde Globulin aus Rindsserum, 
sowie aus Pferdeserum angewandt. Da die fragliche Globulin- 
fraktion in dialysiertem Zustande zum groften Teile in Wasser 
unléslich war, haben wir meistens das Globulin in der Weise 
in Lésung gebracht, da& 100 ccm der Globulinsuspension mit 
5 ecem 0,1 n-NaOH versetzt wurde. Eine solche Lésung wurde 
fiir die Versuche angewandt und die angefiihrten Volumina 
Globulin beziehen sich auf diese alkalische Lésung. 

Hedins friiherer Befund, daf das Globulinenzym nur oder 
vorzugsweise bei alkalischer Reaktion wirksam ist, hat sich 
bewahrt, wie aus folgenden Versuchen ersichtlich. Es sei daran 
erinnert, daB sowohl die in den folgenden Versuchen ange- 
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wandte Globulinlésung wie auch die Caseinlésung alkalische 
Reaktion besafen: 


1. 15 ccm Glob. +- 50 ccm Casein -+- 35 ccm H,O + 5ccem H,O. 

2. 15 ccm Glob. +- 50 ccm Casein + 35 ccm H,O + 4 ccm H,O 
-+- 1ccm 0,1 n-NaOH. 

3. 15 ccm Glob. -++ 50 ccm Casein -+- 35 ccm H,O + 3 ccm H,O 
+ 2ccm 0,1 n-NaQH. 

4. 15 ccm Glob. +- 50 ccm Casein + 35 ccm H,O + 2 ccm H,O 
+ 3ccm 0,1 n-NaOH. 

5. 15 ccm Glob. -++ 50 ccm Casein +- 35 ccm H,O + 1 ccm H,O 
+ 4ccm 0,1 n-NaOH. 

6. 15 ccm Glob. -++ 50 ccm Casein + 35 ccm H,O -+- 5 ccm NaOH. 

Nach 4 Tagen bei 37° 40 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat. 


Nr. 1 6,0 ccm Siure, 


» 2 63 » > 
> 38 68 » > 
>» 4 7,5 » > 
>» & 83 » > 


> 6 89 >» >» 


Ein anderer Versuch war folgendermafen angeordnet: 


1. 10 ccm Glob. -+ 50 ccm Casein -++ 4ccm H,O, 
2. 10 » >» + 50 > >» +2 » 4H,O + 2ccm 0,1 n-NaOH, 
3. 10 » » + 50 » >» +4 » NaOH. 
Nach 4 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsdure; 75 ccm Filtrat. 
Nr. 1 13,6 ccm Saure, 
>» 2 15,45 » > 
> 3 1595 » » 


In einem dritten Versuche waren die Mengen die folgenden: 


1. 10 ccm Pferdeglob. -+- 50 ccm Casein +- 30 ccm H,O +- 10 ccm H,0. 
2. 10 ccm Pferdeglob. -+- 50 ccm Casein +- 30 ccm H,0--+- 6 ccm H,O 
+ 4ccm 0,1 n-NaOH. 
3. 10 ccm Pferdeglob. +- 50 ccm Casein +- 30 ccm H,O -++ 3 ccm 
H,O + 7 ccm NaOH. 
4, 10 ccm Pferdeglob. + 50 ccm Casein -++ 30 ccm H,O-+-10 ccm NaOH. 
Nach 4 Tagen bei 37° 40 ccm Gerbsdure; 100 ccm Filtrat. 
Nr. 1 10,9 ccm Saure, 
>» 2 15,2 » > 
>» 3 149 » . 
> & 85 >» > 


Die gleichzeitige Bestimmung der Wirkungen des Glo- 
bulinenzyms und des Harnenzyms fiir sich, sowie der kom- 
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binierten Wirkung beider geschah nach dem S. 271 angegebenen 
Schema, wie aus folgendem Versuch hervorgeht. 


A. 10 ccm Rinderglob. +- 30 ccm H. E. -+ 50 ccm Casein + 2 ccm 
5 %joiges Na,CQ,. | 
B. 10 ccm Rinderglob. + 30 ccm H. E. erhitzt + 50 ccm Casein 
+ 2ccm 5°%/oiges Na,CQ,. 
C. 10 ccm Glob. erhitzt +- 30 ccm H. E. + 50 ccm Casein +- 2 ccm 
5 %oiges Na,CO,. 
D. (Glob. + H. E.) erhitzt + 50ccm Casein -+- 2 ccm 5°%/oiges 
Na,CQ,. 
Nach 4 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsadure; 75 ccm Filtrat. 
A. 12,55 ccm Saure; reduzierter Wert 11,0 
B. 2,55 » . 3 > > 1,0 
C. 1,90 » . 3 > > 0,35 
D. 1,55 » > 


In einem anderen Versuche waren die Bestandteile der 
Probe A folgende: 
25 ccm Rinderglob. +- 40 ccm H. E. -++ 50 ccm Casein. 
AuBer dem in den Globulin- und Caseinlésungen vor- 
handenen Alkali wurde also keines zugegeben. 
Nach 4 Tagen 50 ccm Gerbsdure; 75 ccm Filtrat. 
A. 11,9 ccm Séure; reduzierter Wert 8,9 
B. 3,0 » . 3 > >» 0,0 
C. 3,0 >» * 4 > >» 0,0 
D. 3,0 > > 
Zu diesem Versuche wurde nur der im Wasser nicht 
aufgeléste Teil der Globulinfraktion angewandt. 
Ein anderer Versuch mit denselben Mengen, aber mit 
Rinderglobulin und Harnenzym von anderer Bereitung ergab 
folgende Ziffern: 


A. 21,2 ccm Saure; reduzierter Wert 19,5 


B. 3,7 » . 3 > > 2,0 
GC. 3,2 » > 3 > > 1,5 
» i > 


Ein Versuch mit Pferdeglobulin und folgender Zusammen- 
setzung der Probe A: 
10 ccm Glob. + 30 ccm H. E. ++ 50 ccm Casein + 2 ccm 5 °/oiges Na,CO, 
ergab nach 4 Tagen bei 37° mit 50 ccm Gerbsaure und 75 ccm 
Filtrat folgende Ziffern: 
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A. 26,0 ccm Saure; reduzierter Wert 24,6 
B. 11,2 » * 4 > > 9,8 
C. 1,75 » =. 4 > > 0,35 
D. 14 » > 


Einmal haben wir eine schwach alkalische Conglutinlésung 
als Substrat benutzt (S. 270) und zwar war die Zusammen- 
setzung der Probe A die folgende: 


20 ccm Rinderglob. -+- 40 ccm H. E. -+ 50 ccm Conglutin. 
Nach 4 Tagen 40 ccm Gerbsiure; 50 ccm Filtrat. 
A 19,4 ccm Saéure; reduzierter Wert 14,9 


B 49 » a: > > 0,4 
C 4,9 » * > > 0,4 
D 4,5 » » 


9. Analyse mit verschiedenen Fallungsmitteln. 


Nach allen den angefiihrten Versuchen mit der bei 
1/3-Sattigung mit Am,SO, ausfallenden Fraktion der Serum- 
globuline ist also zu schlieBen, daB das in dieser Fraktion 
vorhandene proteolytische Enzym zu dem Harnenzym in der 
gleichen Weise sich verhalt wie das vorher untersuchte Fibrin- 
enzym. Die Wirkung beider wird durch das Harnenzym sehr 
stark vergréfert, mindestens wenn die Enzymwirkung durch 
Fallung mit Gerbsaiure untersucht wird. Bei der Proteolyse 
wird der durch Gerbsdure fallbare Eiweifstickstoff allméhlich 
in solche Verbindungen iibergefiihrt, welche nicht gefallt werden. 
Immerhin wird aber ein grofer Teil von den primaéren, dem 
Eiwei8 nahestehenden Spaltungsprodukten durch Gerbsiure ge- 
fallt, waihrend die Aminosiuren, sowie die diesen nahestehenden 
Polypeptide nicht gefallt werden. Wo die Grenze zwischen den 
fallbaren und nicht fallbaren Produkten geht, lat sich nicht genau 
sagen; fiir den praktischen Gebrauch der Gerbsaiuremethode ist 
es aber genug, wenn die Grenze immer die gleiche bleibt. 

Da es aber immerhin niitzlich sein mu, den Zustand der 
Eiweifspaltung auch mit Anwendung einer anderen Analyse- 
methode zu priiffen, haben wir zu diesem Zweck auch die 
Fallung mit SnCl, -++ CaCl, benutzt. Diese Methode wurde 
zuerst von Schjerning angewandt.!) Die Zinnchlorirloésung 





) Zeitschr. f. anal. Chem., Bd. 37, S. 416 (1898). 
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wurde in der Weise bereitet, daB 50 g Zinn in rauchender HCl 
unter Zugabe von einem Tropfen gelésten Platinchlorids auf- 
gelist wurde; dann wurde das Ganze bis zu 130 g eingedampft, 
auf 1 Liter mit Wasser verdiinnt und filtriert. Die Losung mu8 
in kleinen Flaschen aufbewahrt werden. Die angewandte CaCl,- 
Lésung war 10°/oig. Nach unserer Erfahrung ist fiir die gute 
Fillung die Gegenwart von ziemlich grofen Mengen CaCl, 
niitzlich und wir haben deshalb gleiche Volumina der zwei 
Lisungen — SnCl, und CaCl, — angewandt. Die Mengen, 
welche fiir die vollstandige Fallung einer gegebenen Eiweiflésung 
nétig sind, miissen in einer besonderen Probe bestimmt werden. 

Eine vergleichende Untersuchung der Mengen von den 
Spaltungsprodukten des KiweiBes, welche durch SnCl, und durch 
Gerbsiéure gefallt werden, ist bereits von Sdérensen bei der 
Pepsindigestion ausgefiihrt worden.!) Dabei stellte sich heraus, 
dafi SnCl, bedeutend geringere Mengen der Spaltungsprodukte 
ausfillt als die Gerbséiure. Dasselbe haben auch wir bei der 


Wirkung des Globulinenzyms gefunden: 

1. 20 ccm Rinderglob. -++ 50 ccm Casein -++ 30 ccm H,0 + 1 ccm 
0,1 n-NaOH. 

2. Kontrolle mit erhitztem Globulin. 


Nach 4 Tagen bei 37° wurde mit 50 ccm CaCl, -+- 50 ccm 
SnCl, gefallt. Zwei gleiche Proben 3 und 4 wurden in der 
gleichen Weise behandelt; nur wurde die Fallung nach 4 Tagen 
bei 37° mit 50 ccm Gerbsdurelésung unter Zusatz von 50 ccm 
Wasser bewerkstelligt. Die 4 Proben enthielten folglich alle 
die gleichen Volumina Fliissigkeit. Nach 6 Stunden bei Zimmer- 
temperatur wurde filtriert und von den Filtraten je 100 ccm 
fiir Stickstoffbestimmung genommen. Das Erhitzen der mit 
SnCl, -+ CaCl, erhaltenen Filtrate mu8 anfangs sehr vor- 
sichtig geschehen infolge des beim Zugeben der Schwefelsaure 
entstandenen Niederschlages von CaSO,, der leicht StoBen ver- 


ursacht. Die Analysenresultate waren wie folgt: 
Nr. 1 15,3 com Saure; reduzierter Wert 13 
> 2 23 » > ; 
» 3 46ccm Sidure; reduzierter Wert 3,5 
> 4 11 » > 
‘) Biochem. Zeitschr., Bd. 21, S. 288 (1909). 
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Aus Nr. 1 verglichen mit Nr. 2, sowie aus Nr. 3 ver- 
glichen mit Nr. 4 geht hervor, daB gewisse Produkte der En- 
zymwirkung durch SnCl, bezw. Gerbsaure nicht gefillt werden. 
Die Menge der nicht gefallten Produkte ist aber beim Ge- 
brauch von Sn(Cl, viel gréfer als beim Gebrauch von Gerb- 
siure. Die primiren dem EiweiBe nahestehenden Spaltungs- 
produkte werden offenbar durch Gerbsdure in einer gréSeren 
Ausdehnung gefiallt als durch SnCl,. Die beiden Fillungsmittel 
geben uns gleichsam iiber die gebildeten Mengen verschiedener 
Spaltungsprodukte einen gewissen AufschluB. Man kénnte sagen, 
da8 SnCl, eine bessere Kenntnis der gebildeten Mengen pri- 
miarer Spaltungsprodukte gewahrt, da eben diese in geringerem 
Umfang als durch Gerbsdure gefallt werden. Die weitere Spal- 
tung der nicht fallbaren Spaltungsprodukte wird aber durch 
SnCl, nicht registriert, da die dabei gebildeten Produkte alle 
nicht gefallt werden. Diese letzteren Prozesse werden dagegen 
besser durch die Analyse mit Gerbsiure studiert, wahrend 
diese Analyse keinen Unterschied macht zwischen gewissen 
der primaren Spaltungsprodukte und dem Eiwei8 selbst. 


Eine Bestatigung dieser Ansicht ist in der Tatsache zu 
ersehen, daf SnCl, +- CaCl, in einer Lésung von Wittes 
Pepton keinen Niederschlag erzeugt, wahrend Gerbsaure einen 
nicht unbedeutenden Teil davon ausfallt. 

Um uns dieser Tatsachen auch fiir das Studium der Wirkung 
des Harnenzyms, sowie fiir das Klarlegen der gleichzeitigen 
Wirkung des Globulinenzymes und des Harnenzymes zu be- 
dienen, haben wir den Versuch mit der gewohnlichen Reihe 
von Proben folgendermafen ausgefiihrt: 


A. 10 ccm Rinderglob. -+ 30 ccm H. E. +- 50 ccm Casein +- 2 ccm 
5 Yoiges Na,CO,. 

B. 10 ccm Rinderglob. + 30 ccm H. E. erhitzt -- 50 ccm Casein 
+ 2 ccm 5%iges Na,CO,. 

C. 10 ccm Glob. erhitzt + 30 ccm H. E. -- 50 ccm Cas. + 2 ccm 
5 °/oiges Na,COQy. 

D. (Glob. +-H. E.) erhitzt +- 50 ccm Casein + 2 ccm 5°/oiges Na,CO,. 


Nach 4 Tagen bei 37° wurde mit 50 ccm CaCl, +- 50 ccm 
SnCl, gefallt. 
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Eine gleiche Reihe von Proben A’, B’, C’ und D’ wurde 
nach 4 Tagen bei 37° mit 50 cem Gerbsdure unter Zugabe 
von 50 ccm Wasser gefallt. Von allen Proben wurden 100 ccm 
Filtrat fiir N-Bestimmung genommen. 

A. ergab 31,7 ccm Saure; reduzierter Wert 29,5 
B. » 12,15 » . > > 9,95 
cS « 2 « a2 > > 14 
D » 22 » » 

A’. ergab 14,7 ccm Saure; reduzierter Wert 13,15 
B. > 2h » >; > > 0,85 
Ge 8 2,15 » * 3 > , 0,6 
D. » 1,55 » > 

Aus den Ergebnissen ist zunichst zu ersehen, daB das 
Globulinenzym (B und B’) einen viel gréGeren Wert ergibt 
mit SnC], als mit Gerbsaiure; dies stimmt vollauf mit den 
vorher angefiihrten Versuchen (S. 278 u. 279). Das Harnenzym 
zeigt auch einen groferen Wert mit SnCl, als mit Gerbsaure (1,4 
und 0,6 in C bezw. C’), aber das Verhialtnis zwischen den 
beiden Ziffern ist lange nicht so grof wie beim Globulinenzym 
(9,95 : 0,85). Wenn also das Globulinenzym vorzugsweise den 
Anfang der Eiweifspaltung besorgt, so kann dies nicht in dem- 
selben Grade der Fall sein mit dem Harnenzym. Noch deutlicher 
tritt dies hervor, wenn wir die Resultate der gleichzeitigen 
Wirkung der beiden Enzyme ins Auge fassen (A und A’ oder 29,5 
bezw. 13,5) und das Verhialtnis 29,5: 13,5 mit dem Verhiltnis 
9,95: 0,85 vergleichen. Auferdem ist zu verzeichnen, daf die 
Summe der Wirkungen der beiden Enzyme, wenn sie jedes fiir 
sich wirksam sind, auch bei der Analyse mit SnCl, den Erfolg 
der beiden Enzyme, wenn sie zusammen wirken, nicht erreicht. 

Prinzipiell die gleichen Ergebnisse wie im letzten Ver- 
suche, obwohl mit kleineren Ziffern erhielten wir mit nicht 
erhitztem Pferdeglobulin als Substrat. Eine Emulsion von 
Pferdeglobulin, erhalten durch !/s-Sattigung mit Am,SO,, wurde 
mit NaOH in folgendem Verhialtnis versetzt: 100 cem Globulin 
+ 5ccm 0,1 n-NaQOH. 

Dann wurden Proben wie folgt bereitet: 


A. 25 ccm Glob. + 20 ccm H. E. + 2 ccm 0,1 n-NaOH, 
B. 25 >» >» + 20 » H.E. erhitzt + 2 ccm 0,1 n-NaOH, 
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C. 25 ccm Glob. erhitzt -+- 20 ccm H.E. -+ 2ccm 0,1 n-NaOH, 
D. (Glob. -+- H. E.) erhitzt +-+- 2 ccm 0,1 n-NaOH. 


Nach 8 Tagen bei 37° wurde mit 25 ccm CaCl, + 25 ccm 
SnCl, gefillt. Eine gleiche Reihe A’, B’, C’, D’ wurde nach 
der gleichen Behandlung mit 25 ccm Gerbsiure gefallt und 
mit 25 ccm Wasser verdiinnt; zur Analyse wurden 50 ccm 
Filtrat genommen. 

A. 5,55 ccm Saure; reduzierter Wert 2,5 
B48 >» » ; > > 1,75 
3,15 » * } > » O1 


2.4 > >» 3 > >» 035d 
23 » . 3 > >» 0,25 
D’. 205 >» > 


C. 
D. 
A’. 3,55 ccm Séure; reduzierter Wert 1,5 
B’. 
¢. 


Die Enzymwirkung auf das Globulin ist also auch nach 
8 Tagen bei 37° sehr gering, aber immerhin deutlich aus- 
gesprochen. Ubrigens ist die Wirkung des Globulinenzyms 
(B und B’) viel gréfer, wenn sie mit SnCl, bestimmt wird als 
mit Gerbsaéure. Mit dem Harnenzym ist das Verhiltnis eher 
das entgegengesetzte; doch diirfte hier die erhaltene Wirkung 
kaum die Versuchsfehler tibersteigen. Fiir die gleichzeilige Wir- 
kung der beiden Enzyme wurde wie bei der Spaltung des Caseins 
mit SnCl, eine grdfere Ziffer erhalten als mit Gerbséure. Aus 
diesem Versuche ist auch zu schliefen, daf die Aufspaltung 
des Globulins unter dem Einflusse der gebrauchten Enzyme 
eine sehr geringe sein muf im Vergleich mit der Aufspaltung 
des Caseins, und deshalb kann bei den Versuchen mit Casein 
als Substrat die Gegenwart von Globulin (in der Form von 
Globulinenzym) vernachlassigt werden. 

SchlieBlich haben wir den Versuch mit der gewohnlichen 
Reihe von Proben auch mit erhitztem Eierklar als Substrat 
ausgefihrt und die Enzymwirkung einerseits mit SnCl,, ander- 
seits mit Gerbséiure untersucht. Das Eierklar von 4 Hiihner- 
eiern wurde mit 400 ccm Wasser geschlagen, '/2 Stunde auf 
dem Wasserbade erhitzt und filtriert. Die so erhaltene Lésung 


wurde als Substrat benutzt: 
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A. 5ccem Pferdeglob. + 20 ccm H. E. -+- 30 ccm Eierklar + 2 ccm 0,1 


n-NaOH. 
B. 5ccm Pferdeglob. -+- 20 ccm H. E. erhitzt -+- 30 ccm Eierklar 


-++- 2 ccm 0,1 n-NaOH. 
C. 5 cem Glob. erhitzt + 20 ccm H. E. + 30 ccm Eierklar + 2 ccm 


0,1 n-NaOH. 

D. (Glob. -++ H. E.) erhitzt +- 30 ccm Eierklar + 2 ccm 0,1 n-NaOH. 

Nach 9 Tagen bei 37° wurde mit 15 ccm CaCl, +- 15 ccm 
SnCl, gefallt. Eine gleiche Reihe von Proben A’, B’, C’, D’ 
wurde nach 9 Tagen bei 37° mit 30 ccm Gerbsdure gefallt. 
Nach 6 Stunden bei Zimmertemperatur wurde filtriert und in 
50 ccm Filtrat der Stickstoff bestimmt: 

A. ergab 14,8 ccm Saure; reduzierter Wert 9,2 
B. » 13,7 » > ; + >» 8,1 
CK -» 5,8 >» a > > 0,2 
D. y 5,6 » > 

A’. ergab 6,35 ccm Saure; reduzierter Wert 5,15 
B’.. » 3,70 » >; > > 250 
Cc. «+ We « * 2 » > O,1 
Y. « + _« 

Auch hier finden wir somit dieselben Verhaltnisse zwischen 
den mit SnCl, und Gerbsaure erhaltenen Ziffern wie vorher. 
Die in A erhaltene Ziffer (9,2) tibersteigt die Summe der in B 
und C erhaltenen Werte (8,3) nur um einen unbedeutenden 
Betrag, waihrend die entsprechenden Verhialtnisse in A’, B’ und C’ 
viel mehr ausgesprochen sind. 

Es ]éft sich nun sagen, daf mit allen untersuchten Sub- 
straten bei der Analyse mit Gerbsdure die bei gleichzeitiger 
Wirkung der beiden Enzyme erhaltenen Werte um einen ver- 
hiltnismafig groBeren Betrag die Summe der Wirkungen der 
beiden Enzyme fir sich tibersteigen als bei der Analyse mit 
SnCl,. Da auBerdem das Globulinenzym mit SnCl, einen ver- 
hiltnismaBig groBeren Wert ergibt als mit Gerbséure, waihrend 
der Unterschied beim Harnenzym weniger ausgesprochen ist, 
so liegt die bereits ausgesprochene (S. 280) Vermutung sehr 
nahe, daB das Globulinenzym den Anfang der Eiweif- 
spaltung besorgt, wahrend das Harnenzym vielleicht 
am besten die Fortsetzung des Prozesses tibernimmt. 
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10. Wirkung auf dasselbe Substrat von Globulin- und Harnenzym 
nacheinander. 

Um die Richtigkeit der am Ende des vorangehenden Ab- 
schnittes ausgesprochenen Vermutung zu priifen, haben wir 
die Wirkung der beiden Enzyme untersucht einerseits auf nicht 
gespaltenes Casein, anderseits auf Casein, das bereits durch 
vorangegangene Einwirkung von Globulinenzym bis zu einem 
gewissen Grade aufgespalten war. Sonst waren die Bestand- 
teile der beiden Digestionsmischungen ganz dieselben; die An- 
ordnung der Versuche war die folgende: 

Drei Proben 1, 2, 3, welche alle 5 ccm Globulin +- 50 ccm 
Casein ++ 4 ccm 0,1 n-NaOH enthielten, wurden 5 Tage bei 
37° gehalten. Dann wurde zu Nr.1 20ccm H.E., zu Nr. 2 
5 ccm Globulin und zu Nr. 3 5 ccm Globulin + 20 cem H. E. 
gegeben, worauf alle Proben 20 Minuten auf dem Wasserbade 
erhitzt wurden. Darauf wurde zu Nr. 1 5 ccm Globulin und zu 
Nr. 2 20ccm H. E. zugesetzt und die drei Proben wiederum 5 Tage 
bei 37° gehalten. Die Zusammensetzung und Behandlung der 
drei Proben kann folgendermafen veranschaulicht werden: 


1. [(50 ccm Casein -+ 5 ccm Glob. + 4 ccm 0,1 n-NaOH) 5 Tage 
bei 37° + 20 ccm H. E.} erhitzt + 5 ccm Glob. 

2. [(50 ccm Casein + 5 ccm Glob. + 4 ccm 0,1 n-NaOH) 5 Tage 
bei 37° + 5 ccm Glob.] erhitzt -+- 20 cem H. E. 

3. [(50 ccm Casein + 5 cem Glob. -+ 4ccm 0,1 n-NaOH) 5 Tage 
bei 37° +- 5 ccm Glob. ++ 20 ccm H. E.] erhitzt. 


Zur selben Zeit wie die so zusammengesetzten Proben 


wurden andere 3 Proben 4, 5 und 6 fiinf Tage bei 37° ge- 
halten; diese waren folgendermafen zusammengesetzt: 


4, (560 ccm Casein +- 5 ccm Glob. + 20 ccm H. E.) erhitzt + 4 ccm 
0,1 n-NaOH ++ 5 ccm Glob. 

5. (60 ccm Casein ++ 5 ccm Glob. ++ 5 ccm Glob.) erhitzt + 4 ccm 
0,1 n-NaOH + 20 ccm H. E. 

6. (50 ccm Casein +- 5 cem Glob. + 5 ccm Glob. -+- 20 ccm H. E.) 
erhitzt +-+- 4 ccm 0,1 n-NaOH. 


Die Proben 1 und 4 waren also gleich zusammengesetzt; 
nur war das Casein in 1 vor der schlieBlichen Digestion 5 Tage 
mit Globulinenzym vorbehandelt. Derselbe Unterschied existiert 
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zwischen den Proben 2 und 5, sowie zwischen 3 und 6. Das 
schlieBlich wirksame Enzym war in 1 und 4 das Globulin- 
enzym und in 2 und 5 das Harnenzym, wahrend 3 und 6 als 
Kontrolle dienten. Nach 5 Tagen bei 37° wurde zu allen 
Proben 50 ccm Gerbsadure gegeben und 75 ccm Filtrat fiir die 
Analyse genommen. Die erhaltenen Ziffern: 


Nr. 1 20,65 ccm Siure; reduzierter Wert 4,95 
> 2 233 » . 3 > » 7,60 
>» 3 15,7 » eg 
> 4 15,6 >» » 3 > >» 12,85 
>» 5 48 » i 2 » >» 2,05 
>» 6 2,75 » » 


Zuniichst ist zu verzeichnen, dafi das Harnenzym mit 
vorbehandeltem Casein, das bereits verschiedene wahrend der 
Vorbehandlung mit dem Globulinenzym entstandene Spaltungs- 
produkte enthielt, einen viel gréBeren Umsatz ergab als mit 
nicht vorbehandeltem. Die entsprechenden Ziffern waren ném- 
lich 7,60 (Nr. 2) bezw. 2,05 (Nr. 5). Mit den Ziffern, welche 
die Wirkung des Globulinenzyms reprasentieren, war der Fall 
der entgegengesetzte. Die Ziffern waren namlich 4,95 (Nr. 1) 
bezw. 12,85 (Nr. 4). Aus den angefiihrten Ziffern geht auch 
hervor, daB bei der Einwirkung der beiden Enzyme auf nicht 
vorbehandeltes Casein das Globulinenzym kraftiger wirkte als 
das Harnenzym (12,85 > 2,05), wahrend das umgekehrte ein- 
traf bei der Einwirkung auf vorbehandeltes Casein (4,95 < 7,70). 

Ein anderer Versuch wurde in der gleichen Weise aus- 
gefiihrt; nur waren die angewandten Enzyme von anderer 
Bereitung, und von dem Gerbsaurefiltrat wurden fiir die Stickstoff- 
bestimmung 100 cem genommen. Die erhaltenen Ziffern waren : 


Nr. 1 30,1 ccm Saure; reduzierter Wert 7,05 


>» 2 30,7 » . 5 > >» 7,65 
> 3 23,05 » >: 

>» 4 23,55 » b3 > >» 19,2 
> 5 7,435 » a > . 3,1 


» 6 4,35 a > 


In einem dritten in der gleichen Weise ausgefihrten Ver- 
suche war die Harnenzymmenge 40 ccm und die zugesetzte 
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Alkalimenge 3 ccm 0,1 n-NaOH. 100 ccm Gerbsdaurefiltrat fiir 
die Stickstoffbestimmung. Die Resultate waren: 
Nr.1 28,8 ccm Sdure; reduzierter Wert 5,4 


> 2 35,1 » 3 > » Fag 
> 3 234 >» > ;} 
4 218 » » % > > 8,1 
5 165 » - > . 2.8 


6 13,7 » . 

Die Ergebnisse der zwei letzterwihnten Versuche sind 
also dieselben wie die des ersten Versuches iiber denselben 
Gegenstand und dieselben kénnen kurz so zusammengefaBt 
werden, dai das Harnenzym eine kriftigere Wirkung 
ausibt, wenn es auf Casein einwirkt, das bereits durch 
vorangegangene Behandlung mit Globulinenzym etwas 
aufgespalten worden ist, als wenn es auf nicht vor- 
handeltes Casein einwirkt. Das Globulinenzym verhialt 
sich in umgekehrter Weise. 

Es liegt auf der Hand, da dieser Befund eine sehr gute 
Stiitze ausmacht fiir die S. 282 ausgesprochene Vermutung, dab 
das Globulinenzym den Anfang der Eiweifspaltung besorgt, 
wihrend das Harnenzym besser die Fortsetzung des Prozesses 
tibernimmt. Daf die Globulinwirkung wihrend der ersten 
Periode von 5 Tagen in den drei Versuchen iiberall bedeutend 
groBer ausgefallen ist als in dem Laufe der zweiten Periode 


von 5 Tagen — die Ziffern sind im ersten Versuche 12,85 
bezw. 4,95, im zweiten 19,2 bezw. 7,05 und im dritten 8,1 
bezw. 5,4 —, liegt wahrscheinlich zum Teil daran, daB die 


wahrend der Vorbehandlung gebildeten primiren Spaltungs- 
produkte des Caseins in dem Laufe der zweiten Periode die 
Wirkung des Globulinenzyms hemmend beeinflu8&t hat. 

Wir haben also die Ergebnisse diskutiert, welche er- 
halten werden, wenn Casein zunachst mit Globulinenzym und 
nach Zerstérung dieses Enzyms mit neuem Globulinenzym bezw. 
Harnenzym behandelt wird. Nach dem dabei hervortretenden 
Befunde schien es von geringerem Belang zu sein, zu unter- 
suchen, wie die Eiweifaufspaltung sich gestaltet fiir den Fall, 
daB das Casein zunichst mit Harnenzym und dann nach Zer- 
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stérung dieses Enzyms mit Globulinenzym bezw. neuem Harn- 
enzym behandelt wird. Trotzdem wurde ein derartiger Ver- 
such ausgefiihrt. Prinzipiell war die Anordnung des Versuches 
dieselbe wie die S. 283 angegebene. In Proben Nr. 1 und 2 
mit zugehoriger Kontrolle wurde Casein also zuniachst mit H. E. 
behandelt und dann nach Aufkochen zu der Probe 1 Globulin- 
enzym und zu 2 Harnenzym gegeben und bei 37° 4 Tage ge- 
halten. Parallel damit wurden zwei andere Proben Nr. 4 und 5 
ohne vorangegangene Behandlung mit Harnenzym, die eine mit 
Globulinenzym und die andere mit Harnenzym 4 Tage bei 37° 
behandelt. Die zugesetzten Bestandteile, sowie die Alkalimenge 
waren in den vier Proben die gleichen, was in einer Weise er- 
reicht wurde, die mit der S. 283 angewandten vollig analog war. 
Die gehérig reduzierten Werte, welche die im Laufe der 

vier Tage stattgefundene Spaltung reprisentieren, waren: 

Nr. 1 16 ccm Saure, 

>» 2 O08 » > 

>» 4 15,5 » > 

> 5 26 » > 

Zuniachst ergibt sich, da&B die Wirkung des Globulin- 

enzyms praktisch die gleiche bleibt, unabhangig davon, ob 
Vorbehandlung mit Harnenzym stattgefunden hat oder nicht 
(Nr. 1 und 4). Die Wirkung des Harnenzymes ist dagegen, 
obwohl immer schwach, entschieden starker ohne Vorbehand- 
lung mit Harnenzym als nach Vorbehandlung (Nr. 5 bezw. 2). 


11. Abhangigkeit der Enzymwirkung von den zugesetzten Enzym- 
mengen. 

Nach den bereits besprochenen Ergebnissen unserer Ver- 
suche ist der mit Gerbséure bestimmte Umsatz, welcher mit 
einem Gemenge von Globulinenzym bezw. Fibrinenzym und 
Harnenzym erhalten wird, gréfer als die Summe der Wirkungen 
der beiden Enzyme — Globulinenzym oder Fibrinenzym einer- 
seits und Harnenzym anderseits —, wenn sie unter den gleichen 
Bedingungen jedes fiir sich wirken. Fiir das volle Verstandnis 
der Ausfiihrungen in den vorangehenden Abschnitten ist es 
folglich von Belang zu wissen, wie die Enzymwirkung, mit der 
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Gerbsduremethode ermittelt, von der zugegebenen Enzymmenge 
abhingt. Bei der Untersuchung dieser Frage wollen wir zunachst 
den Fall behandeln, da& zu verschiedenen Proben desselben 
Versuches verschiedene Mengen desselben Enzymes zugesetzt 
werden. Nach friiheren Erfahrungen von Hedin ist bei der 
Trypsinwirkung die Stickstoffmenge im Gerbsiurefiltrate der 
gebrauchten Enzymmenge proportional, wenn nur das Substrat 
in geniigender Menge vorhanden ist.!) Mit 25 ccm 25 °/oiger 
Caseinlésung in 0,25°/oiger Na,CO,-Lésung als Substrat und 
20 ccm (Trypsinldsung -+- Wasser) wurden folgende Werte 
erhalten: 


Trypsin- Anzahl Kubikzentimeter 0,1 n-Sdure 
menge bei der N-Bestimmung 

0,5 ccm 2,9 

1 > 5,8 

2 > 10,35. 


So lange das Substrat in Uberschuf8 vorhanden ist, herrscht 
Proportionalitat; folglich trifft es friiher oder spater ein, daB 
bei zunehmender Trypsinmenge die Stickstoffmenge im Gerb- 
sdurefiltrate unter die fiir die Proportionalitat erforderlichen Zahlen 
sinkt. Dies traf im obigen Versuche bereits bei einer Trypsin- 
menge von 2 ccm ein. Bei dem Vorhandensein von gréferen 
Caseinmengen dauert die Proportionalitaét linger. In keinem 
Falle steigt die Stickstoffmenge rascher als die Trypsinmenge. 

Unter den in dieser Arbeit angewandten Enzymen haben 
wir in bezug auf die Frage nach der Beziehung zwischen Enzym- 
menge und Stickstoffmenge im Gerbsdurefiltrate das Harnenzym 
und das Globulinenzym untersucht. 

Das Harnenzym wirkt nach dem oben Gesagten am besten 
auf Kiweif, das bereits bis zu einem gewissen Grade auf- 
gespalten ist. Auf nicht gespaltenes Eiweifi ist die Wirkung 
nur eine sehr schwache. Wir haben diese Wirkung auf Casein 
untersucht: 


1. 20 ccm H. E. + 40 ccm H. E. erhitzt +- 50 ccm Casein -+ 2 ccm 
0,1 n-NaOH. 

2. 40 ccm H. E. + 20 ccm H. E. erhitzt -- 50 ccm Casein -}- 2 ccm 
0,1 n-NaQOH. 


') Journ. of Physiol., Bd. 32, S. 468 (1905). 
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3. 60 ccm H. E. -+- 50 ccm Casein +- 2 ccm 0,1 n-NaOH. 
4. 60 ccm H. E. erh. + 50 ccm Casein -++ 2 ccm 0,1 n-NaOH. 


Nach 4 Tagen bei 37° 30 ccm Gerbsdure; 100 ccm Filtrat. 
Nr.1 9,6 ccm Sdure; reduzierter Wert 2,7 
> 2 123 » . 3 » » 5,4 
>» 3 15,0 » > ; > » 8,1 
>4 69 >» » 

Wir finden also mit den angewandten Enzymmengen eine 
strenge Proportionalitét zwischen Stickstoffmenge im Gerb- 
sdurefiltrate und zugesetzter Enzymmenge. Wahrscheinlich gilt 
dies aber nur fiir geringe Enzymmengen. 

Das Globulinenzym zeigt auch mit steigenden Enzym- 
mengen eine vermehrte Wirkung, aber hier ist es uns nicht 
mdoglich gewesen durch Verminderung der Enzymmenge strenge 
Proportionalitét zu erreichen. Fir die folgenden zwei Ver- 
suche wurde Pferdeglobulin gebraucht. 


Verdiinnung: 1 ccm Globulin : 75 ccm H,O. 

1. 5cem Glob. -+- 15 ccm Glob. erhitzt ++ 50 ccm Casein -++- 3 ccm 
0,1 n-NaOH. 

2. 10 ccm Glob. -+- 10 ccm Glob. erhitzt -- 50 ccm Casein -+- 3 ccm 
0,1 n-NaOH. 

3. 15 ccm Glob. + 5 cem Glob. erhitzt +- 50 ccm Casein +- 3 ccm 
0,1 n-NaOH. 

4. 20 ccm Glob. + 50 ccm Casein -++ 3 ccm 0,1 n-NaOH. 

5. 20 ccm Glob. erhitzt ++ 50 ccm Casein +- 3 ccm 0,1 n-NaOH. 

Nach 4 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat. 


Nr. 1 3,05 ccm Séure; reduzierter Wert 1,05 


» 2 3,9 > » ; » >» 1,9 
» 3 4.6 » » ; > » 2,6 
> 4 52 » >» ; » >» 3,2 


» 5 2,0 > » 


Da die zugesetzten Enzymmengen wie 1:2:3: 4 sich 
verhielten, finden wir hier keine Proportionalitat. 

Noch weniger existiert die Proportionalitéat im folgenden 
Versuch, wo die Verdiinnung 1 ccm Glob. : 3 ccm H,O war. 
Sonst waren die Volumina die gleichen wie im vorangehenden 
Versuche. Die Digestionszeit war doch nur 3 Tage und das 
angewandte Volumen an Gerbsiurefiltrat 90 ccm. Die Ergeb- 
nisse waren: 
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Nr. 1 11,05 cem Saure; reduzierter Wert 9,05 
>» 2 156 » a > >» 13,6 
>» 3 18,25 » >; > > 16,25 
>» 4 20,00 » * 4 > >» 18 

> d 20 » : 


Fir Rinderglobulin sind ahnliche Verhaltnisse in Geltung. 
In einem Versuche, der wie die mit Pferdeglobulin angeordnet 
war, wurden mit Enzymmengen, die wie 1:4 sich verhielten, 
folgende reduzierten Werte bekommen: 

Nr. 1 4,8 ccm Saure, 
> 278 >» » 

Wir haben sodann den Fall zu behandeln, da ver- 
schiedene Enzyme auf dieselbe Substratmenge einwirken, und 
zu untersuchen, wie der Erfolg dieses Verlaufs sich stellt im 
Vergleich mit der Einwirkung jedes Enzyms fiir sich auf das- 
selbe Substrat. 

Zunichst sei erwéhnt, dafB, wenn Pferdeglobulin und 
Rinderglobulin zugleich auf Casein einwirken, die Stickstoff- 
menge im Gerbsaurefiltrate geringer ausfallt als die Summe 
der Werte, welche erhalten werden, wenn jedes Enzym fiir 
sich einwirkt, wie aus folgendem Versuch zu ersehen ist. 


A. 5 ccm Pferdeglob. -+ 5 ccm Rinderglob. -+- 50 ccm Casein 
+ 3 ccm 0,1 n-NaOH. 

B. 5 ccm Pferdeglob. -+- 5 ccm Rinderglob. erh. -++ 50 ccm Casein 
+ 3 ccm 0,1 n-NaOH. 

€. 5 ccm Pferdeglob. erhitzt + 5 ccm Rinderglob. -++ 50 ccm Casein 
+ 3 ccm 0,1 n-NaOH. 

D. (Pferdeglob. ++ Rinderglob.) erhitzt ++ 50 ccm Casein -++ 3 ccm 
0,1 n-NaOH. 

Nach 4 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbséure; 75 ccm Filtrat. 


A. 8,05 ccm Saure; reduzierter Wert 5,9 

B. 7,55 » > 5 > >» 54 \ 

C. 5,00 >» * 4 > >» 285 f ae 
D. 2,15 >» > 


Dieses Ergebnis steht ohne Zweifel mit der Tatsache in 
Beziehung, daB nach dem eben Gesagten bei beiden Globulin- 
enzymen die Stickstoffmenge des Gerbsaurefiltrates nicht der 
Enzymmenge proportional zunimmt, sondern langsamer. 

In anderen von uns untersuchten Fallen haben zwei Enzyme 
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zusammen eine Wirkung ergeben, welche etwa die Summe der 
beiden Enzymwirkungen, wenn jedes Enzym fiir sich wirkte, aus- 
machte. Ein solcher Versuch wurde mit Globulinenzym vom 
Rind und einem Enzym ausgefiihrt, das aus Rindermilz durch 
Waschen mit Wasser und Behandeln mit Caseinlésung er- 
halten worden war. Die Anordnungen beim Versuche waren 
dieselben wie eben beim Versuche mit Globulinenzym vom Pferd 
und Rind erwahnt. Die Zusammensetzung der Probe A war: 

10 cem Glob. -+ 25 ccm Milzenzym -+- 50 ccm Casein -+- 1,5 ccm 
5 oiges Na,CO,. 

Nach 4 Tagen bei 37° 40 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat. 

A. 9,15 ccm Saéure; reduzierter Wert 5,05 
B. 5,15 » = > » 1,05 \ 
C80 >» » ; > » 39 f 
242 + » 

Ein anderer Versuch, wobei Globulinenzym vom Rind und 
mit Casein bereitetes Fibrinenzym zur Anwendung kamen, wurde 
in der gleichen Weise ausgefiihrt und ergab folgende Ziffern: 

A. 5,7 ccm Saure; reduzierter Wert 2,9 


4,95 


B. 3,1 » . » » 03 , 
C. 5,1 » * 2 > > a ” 
D. 2,8 » > 


Mehrere derartige Versuche haben zu denselben Ergeb- 
nissen gefiihrt, aber es hat keinen Zweck, die Ziffern anzufiihren. 

Viel mehr Interesse erheischen ohne Zweifel die Ver- 
suche, wo zwei Enzyme, wenn sie zugleich und zusammen 
wirken, einen gréSeren Umsatz ergeben als die Summe der 
Wirkungen, wenn sie fir sich tatig sind. Nach den Ergeb- 
nissen unserer Arbeit ist dies der Fall, wenn Globulinenzym 
oder ein proteolytisches Enzym auf das Fibrin zusammen mit 
Harnenzym auf Eiweif einwirkt. Uber die Bedeutung der 
Mengenverhiltnisse der beiden Enzyme bei solchen Versuchen 
haben wir einige Beobachtungen gemacht. Zunachst wurde eine 
gegebene Harnenzymmenge mit wechselnden Mengen Globulin 
vermischt, und zwar waren solche Mengen gekochtes Globulin 
immer vorhanden, daf die Summe gekochtes -+- nicht gekochtes 
Globulin in allen Proben der Versuchsreihe immer die gleiche 
war. Eine solche Reihe war folgendermaSen angeordnet : 
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ccm Glob. erh. + 0 ccm Glob. (nicht erh.) -+- 30 ccm H. E. +- 50 ccm Cas. 


+1 > » (> » )4+30 > HE+50> >» 


2 >» » (» » )+30 » HE +50 > » 
+3 » » (» » )+30 » HE+50 > » 
+4 >» » (» » )-+30 » HE.+50 >» » 


+5 » » ( » » )+30 » H.E.-+50 >» 
+ 30 > H.E. erhitzt -+ 50 Casein. 


Nach 4 Tagen bei 37° 30 ccm Gerbsdure; 50 ccm Filtrat. 


1. 5 
2.4 » > » 
3.3 » > » 
4. 2 > - > 
5.1 » > > 
6.0 » > » 
7.5 » > » 
Nr. 


1 2,7 ccm Sdure; reduzierter Wert 1,5 
2 5,0 » >» 3 > >» 3,8 
S 67 > >; > >» 56,5 
4 7,7 >» * 4 > >» 6,5 
5 86 » > ; . » 7,4 
6 89 >» » > >» 7,7 
7 1,2 > > 


Die Ziffer 1,5 (Nr. 1) entspricht der Wirkung des Harn- 
enzymes allein; die folgenden Ziffern, in welchen die Wirkung 
des Globulinenzyms mit einbegriffen ist, steigen mit der Glo- 
bulinmenge, obwohl sie keineswegs der Globulinmenge pro- 
portional sich verhalten. 

Zu etwa den gleichen Ergebnissen fiihrten Versuche, bei 
welchen die Globulinmenge konstant gehalten wurde, wiahrend 
die Harnenzymmenge variiert wurde. Ein derartiger Versuch 
wurde wie folgt ausgefiihrt: 


1. 

2. 20 >» > 
3. 20 >» > 
4. (20 >» > 
5. 20 » > 
6. (20 >» > 
7. 20 » > 
8. (20 >» > 
9. 20 » > 
10. (20 >» > 


20 ccm Glob. + 0 ccm H. E. + 60 ccm H,O + 50 ccm Casein, 


erhitzt + 60 >» H,O + 50 » > 

+ 10ccm H.E.+ 50 » H,O + 50 >» > 
+10» H.E,) erhitzt + 50 ccm H,0O +- 50 ccm Cas., 
+20 » H.E. + 40 ccm H,O + 50 ccm Casein, 
+ 20 >» H.E.)erhit-t-+40ccm-+ 50 >» > 

+ 40 » H.E. + 20ccm H,O + 50 » > 

+ 40ccm H. E.) erhitzt -+- 20 ccm H,O ++ 50 ccm Cas., 
+ 60 >» HE. +50 » Casein, 

+ 60 » H.E.)erhitzt-+50 » . 


Wie ersichtlich, waren die Proben 2, 4, 6, 8, 10 Kon- 
trollproben zu 1, 3, 5, 7, 9. 
Nach 4 Tagen 50 ccm Gerbsdure; 100 ccm Filtrat. 


Nr. 


> 


1 5,9 ccm Saure; reduzierte Zahl 5,0 
2 09 » e 

3 13,8 > » 3 > >» 12,8 
4 1,0 » > 
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Nr. 5 16,7 ccm Saure; reduzierte Zahl 15,6 
> 6 1,1 >» : 


> 7 225 » . = > >» 21,2 
> 8 1,3 » > 
> 9 28,4 » 5 > > 26,9 


> 10 1,5 > > 
Die Ziffer 5 ergibt folglich die Wirkung des Globulin- 
enzyms allein, wahrend die folgenden Ziffern der kombinierten 


Wirkung beider Enzyme entsprechen. 
Ein ahnlicher Versuch wurde mit Fibrin anstatt des Glo- 


bulinenzyms ausgefiihrt: 


1. 5g Fibrin + Occm H.E. -+ 40ccm H,O + 50 ccm Casein, 

2. 5> » erhitzt +40 >» H,O-+ 50 » > 

3. 5> » + 5ccm H.E. + 35 » H,O + 50 >» * 
4.(> >» +5 » H.E.) erhitzt + 35 ccm H,O + 50 ccm Cas., 
5. 5» » +10> HE. + 30 » H,O + 50 » - 
6. (5> » + 10>» H.E.) erhitzt + 30 » H,O + 50 >» > 
7, 5> » + 20> H.E. + 20 » H,O + 50 » > 
8. (6> >» -+ 20>» H.E,) erhitzt + 20 » H,O + 50 » > 
95> » + 40> HE, -+- 50 ccm Casein, 


10. (5 > » + 40> H.E.) erhitzt + 50 » > 
Nach 3 Tagen bei 37° 30 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat. 
Nr. 1 10,7 ccm Saure; reduzierter Wert 6,6, 


+ eae 8 
> $8 23,25 » >} > >» 19,0 
> 4 425 » * 
> § 27,2 » . 3 > > 22,7 
>» 6 45 » * 
>» 7 32,2 » ® 3 > >» 27,2 
> 8 50 » - 
> 9 400 » . 3 > >» 34,3 


> 10 57 >» » 


12. Globulinenzym und Erepsin. 


Wir haben im vorangehenden gezeigt, daB das Globulin- 
enzym und das Harnenzym, wenn sie zugleich und zusammen 
wirken, einen gréferen Ausschlag der Wirkung ergeben als 
die Summe der Wirkungen, welche die Enzyme jedes fiir sich 
unter denselben Bedingungen erzeugen. Wir glauben auch 
gezeigt zu haben, da dies daran liegt, daB die beiden Enzyme 
verschiedene Stadien der Eiweifspaltung besorgen, indem das 
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Globulinenzym die Spaltung beginnt, aber nicht gut fortsetzen 
kann, wahrend das Harnenzym den Anfang der Spaltung nur 
schlecht tibernehmen kann, wohl aber imstande ist, die Spaltung 
fortzusetzen, wenn dieselbe durch andere Enzyme bereits an- 
gefangenist. Das Harnenzym wiirde folglich wie ein sogenanntes 
Erepsin sich verhalten, und es war folglich von grobem Be- 
lang zu untersuchen, ob bereits bekannte ereptische Enzyme 
mit dem Globulinenzym in der gleichen Weise zu arbeiten im- 
stande sind, wie das Harnenzym. Zu dem Zweck haben wir 
einerseits das Darmerepsin vom Rinde, anderseits Hefeerepsin 
der Priifung unterzogen. 

Darmerepsin haben wir aus dem oberen Teil des Rinds- 
darmes in der Weise herzustellen versucht, da die sorgfaltig 
gewaschene Schleimhaut in der Gegenwart von Toluol und 
Cloroform eine Nacht bei 37° mit Wasser behandelt wurde, 
dem etwas CaCO, zugesetzi worden war, um die Entstehung 
saurer Reaktion mdéglichst zu vermeiden. Danach wurde filtriert 
und einige Tage dialysiert. Die wenn notig noch einmal fil- 
trierte L6sung wurde in passender Verdiinnung ohne weitere 
Behandlung fiir die Versuche verwendet: 


A. 1 ccm Pferdeglob. -+ 10 ccm Erepsin +- 40 ccm H,0 -+- 50 ccm 
Casein -+- 2 ccm 0,1 n-NaOH. 

B. 1 ccm Pferdeglob. +-+- 10 ccm Erepsin erhitzt -- 40 ccm H,O 
-+- 50 ccm Casein + 2 ccm 0,1 n-NaOH. 

C. 1 ccm Glob. erhitzt + 10 ccm Erepsin -+- 40 ccm H,O -++- 50 ccm 
Casein -+- 2 ccm 0,1 n-NaOH. 

D. (Glob. + Ereps.) erhitzt -+- 40 ccm H,O -++ 50 ccm Casein 
+- 2 ccm 0,1 n-NaOH. 

Nach 4 Tagen bei 37° 30 ccm Gerbsdure; 100 ccm Filtrat. 

A. 8,5 ccm Siéure; reduzierter Wert 6,5 


B. 4,3 » » 3 > >» 23 \ 
C. 2,6 » > ; > > O6f ad 
D. 2,0 >» > 


Die Wirkung des Globulinenzyms allein entspricht der 
Ziffer 2,3 und die des Erepsins der Zahl 0,6. Beide zusammen 
machen 2,9, welcher Wert lange nicht die Wirkung der ver- 
einigten Enzyme (6,5) erreicht. In einem anderen Versuche 
mit Globulinenzym und Darmerepsin wurden folgende Ziffern 
erhalten: 
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A. Reduzierter Wert 8,1 


B. > >» 3,6 
C. > >» 1,6 5,2 


Das Darmerepsin verhdlt sich folglich zu dem Globulin 
wie das Harnenzym. 

DaB die Hefe ein Erepsin enthilt, wurde wohl zuerst von 
Vines!) behauptet, und die peptolytische oder polypeptid- 
spaltende Fahigkeit desselben ist seither einerseits von Ab- 
derhalden und Fodor,*) anderseits von Dernby*) hervor- 
gehoben worden. Wir haben versucht, das Enzym in der Weise 
zu erhalten, daB dicker Hefebrei zunachst nach Zusatz von 
ziemlich viel Toluol (50 ccm auf 1 Liter Brei) und etwas CaCQ, 
3 Tage bei Zimmertemperatur autolysiert wurde. Darauf wurde 
filtriert und eine Woche gegen fliefendes Wasser dialysiert. 
Nach Filtrieren wurde etwas von dem Filtrate mit 10 Volumen 
Wasser verdiinnt und fiir den Versuch verwendet: 

A. 5 ccm Pferdeglob. -+- 5 ccm Hefeenzym ~- 50 ccm Casein -+- 1 ccm 
0,1 n-NaOH. 

B. 5 ccm Pferdeglob. -++- 5 ccm Hefeenzym erhitzt +- 50 ccm Casein 
-+- 2ccm 0,1 n-NaOH. 

C. 5 ccm Glob. erhitzt -+- 5 ccm Hefeenzym -+ 50 ccm Casein 
+- 2 ccm 0,1 n-NaOH. 

D. (Glob. + Hefeenzym) erhitzt + 50 ccm Casein +- 2 ccm 0,1 n-NaOH. 

Nach 2 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat. 

A. 16,8 ccm Saure; reduzierter Wert 14,95 
B. 12,15 » » > > 10,3) 
C. 2,65 » > | > > 0,8 f 
D. 1,85 » ‘ 

In einem anderen Versuche mit Globulinenzym und Hefe- 
erepsin waren die reduzierten Werte folgende: 


A. 8,8 


B. 37 
C. 41 “p 


Auch in diesen zwei Versuchen erreicht die Summe der 
beiden Enzymwirkungen, wenn jedes Enzym fiir sich wirkt, 
nicht die Wirkung der vereinigten Enzyme und wir finden folg- 


') Annal. of Bot., Bd. 18, S. 289 (1904); Bd. 23, S. 1 (1909). 
*) Fermentforschung, Bd. 1, S. 533 (1916). 
*) Biochem, Zeitschr., Bd. 81, S. 107 (1916). 
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lich dieselbe Beziehung zwischen Hefeerepsin und Globulin- 
enzym wie zwischen Harnenzym und Globulinenzym. 


13. Einwirkung von Harnenzym und Globulinenzym auf Wittes Pepton. 

Da aus den bereits angefiihrten Untersuchungen her- 
vorzugehen scheint, dafi das Harnenzym eine Art von Erepsin 
ist, haben wir auch dessen Vermégen, Wittes Pepton weiter 
aufzuspalten, untersucht und in ein paar Fallen auch die Wirkung 
von Globulinenzym auf dasselbe Substrat gepriift. Die Spaltung 
haben wir zunachst mit Hilfe von S6rensens Formoltitrierungs- 
verfahren verfolgt.!) Da die zu titrierenden Lésungen in solchen 
Fallen immer schwach gelblich gefarbt sind, haben wir als 
Vergleichsfliissigkeit bei der Titration in gewohnlicher Weise 
hergestellte Kontrolldsung mit erhitzten Enzymiésungen an- 
gewandt. In gehoriger Verdiinnung wurde also zunichst diese 
bis zu stark roter Farbe (Phenolphthalein) mit 0,2 n-NaOH ver- 
setzt, worauf die tibrigen Lésungen in der gleichen Verdiinnung 
bis zur gleichen Farbung titriert wurden. Die angefiihrten 
Ziffern sind die dabei angewandten Kubikzentimeter 0,2 n-NaOH, 
nachdem die in der Vergleichsl6sung angewandte NaOQH-Menge 
in Abzug gebracht worden war. 

4%/oiges Wittes Pepton wurde mit HCl méglichst neutra- 
lisiert und dann fiir die Bereitung folgender Proben verwendet : 


1. 40 ccm H. E. + 25 ccm Pept. + 1,5 ccm 0,1 n-NaOH, 
2. 40 » 4H. E. erhitzt + 25 ccm Pept. + 1,5 ccm 0,1 n-NaOH. 


Nach 6 Tagen bei 37° wurde 25 ccm Lésung auf 100 ccm 
verdiinnt und 40 ccm der verdiinnten Lésung fiir die Titration 
gebraucht. Der Umsatz in der titrierten Menge entsprach 
1,6 cem 0,2 n-NaOH. 

In einem anderen Versuche wurde die Einwirkung des 
Harnenzymes und die des Globulinenzymes zugleich bestimmt. 
Dabei wurde die gewdhnliche Reihe von 4 Proben bereitet 
(S. 271) und zwar so grofSe Volumina von den Lésungen, daB die 
Formoltitration zu verschiedenen Zeiten mit herausgenommenen 
kleineren Proben ausgefiihrt werden konnte. Mit wie oben neutra- 
lisiertem W ittes Pepton wurden also folgende Lésungen bereitet: 


‘) Biochem. Zeitschr., Bd. 21, S. 131 (1909); Bd. 25, S. 1 (1910). 
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A. 15 ccm Rinderglob. + 40 ccm H. E. -+ 50 ccm Pepton + 2 ccm 
0,1 n-NaOH. 

B. 15 ccm Rinderglob. + 40 ccm H. E. erhitzt ++ 50 ccm Pepton 
+ 2 ccm 0,1 n-NaOH. 

C. 15 ccm Rinderglob. erhitzt + 40 ccm H. E. + 50 ccm Pepton 


-+- 2 ccm 0,1 NaOH. 
D. (Glob. -++ H. E.) erhitzt ++ 50 ccm Pepton -++ 2 ccm 0,1 n-NaOH. 
Die Lésungen wurden bei 37° aufbewahrt; nach unten 
angegebenen Zeiten wurden von jeder Probe 25 ccm heraus- 
genommen, auf 100 ccm verdiinnt und fiir die Titration ver- 
wendet. Die Ergebnisse waren folgende: 


Nach 1 Tage 5 Tagen 7 Tagen 
A. 1,1 2,2 2,7 
B. 0,7 0,7 0,7 
C. 0,4 1,5 2,0. 


In B, welche Probe die Wirkung des Globulinenzymes 
wiedergibt, finden wir nur im Laufe des ersten Tages eine 
geringe Anderung; dagegen ist eine ausgesprochene Aufspaltung 
des Peptons unter dem Einflusse des Harnenzyms zu ver- 
zeichnen (Probe C). Die Analysen der Probe A zeigen tberall 
eine Ziffer, welche eben die Summe der entsprechenden Ziffern 
fiir B und C ausmacht und nicht mehr als diese Summe, wie 
wir vorher bei der Aufspaltung von Eiweif und Analyse durch 
Gerbsaurefallung gefunden haben. Dies liegt offenbar daran, 
dab bei der Spaltung von Pepton beide Enzyme, wenn iber- 
haupt wirksam, unabhingig voneinander arbeiten, wahrend bei 
deren Einwirkung auf z. B. Casein das Globulinenzym das 
Eiweif fiir die Einwirkung des Harnenzyms prdapariert. 


In einem dritten Versuche, wo Pferdeglobulin angewandt 
wurde, wurden Proben hergestellt, welche den Proben B, C 
und D im obigen Versuche entsprachen: 


B. 5ccm Glob. + 75 ccm H.E. erhitzt +- 250 ccm 4°/oiges neutr. 
Pepton -++ 10 ccm 0,1 n-NaOH. 

C. 5cem Glob. erhitzt -+ 75 ccm H. E. + 250 ccm 4°/oiges neutr. 
Pepton -+- 10 ccm 0.1 n-NaOH. 

D. (Glob. + H. E.) erhitzt + 250 cem 4°/oiges neutr. Pepton 
-+ 10 ccm 0,1 n-NaQOH. 


Bei der Analyse wurde 50 ccm Fliissigkeit fiir die Titrierung 
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angewandt. Nach Abzug des Kontrollwertes waren die Er- 


gebnisse: 
Sofort Nach 1 Tage 2 Tagen 4Tagen 6Tagen 8 Tagen 
B. 60 0,5 0,7 1,1 1,3 1,5 
C. 2 0,0 1,1 2,3 3,1 3,9. 
In diesem Falle wirkte also auch das Globulin auf das 
Pepton ein. 


SchlieBlich haben wir in einem Versuche mit Wittes 
Pepton und Harnenzym die Analyse mit Gerbsaure ausgefiihrt. 
Um die Hauptmasse der in dem Pepton vorhandenen mit Gerb- 
sdure nicht fallbaren Stickstoffmenge zu entfernen, wurde eine 
4°%/oige Peptonlésung zunachst 3 Tage dialysiert. Die auch 
nach der Dialyse alkalisch reagierende Lésung wurde mit HCl 
moglichst neutralisiert und dann fiir die Bereitung folgender 
Proben verwendet: 


1. 25ccm H. E. -+ 50 ccm Pepton + 5 ccm 0,1 n-NaOH, 
2. 25 » H.E. erh. + 50 ccm Pept. + 5 ccm 0,1 n-NaOH. 
Nach 4 Tagen bei 37° 40 ccm Gerbséure; 75 ccm Filtrat. 
Nr. 1 23,35 ccm Saure; reduzierter Wert 4,05 
> 2 19,3 » > 
Auch mit dieser Methode ergibt sich folglich eine deutliche 
Wirkung des Harnenzymes. Uber einen anderen Versuch, wo Gerb- 
sdure fiir die Analyse verwendet wurde, wird S. 299 berichtet. 


14. Kann das eine Enzym in der Form von Zymogen vorhanden sein? 


Aus unseren ersten Versuchen tiber die Beziehung zwischen 
dem Fibrinenzym bezw. dem Globulinenzym einerseits und 
dem Harnenzym anderseits konnte man den Eindruck bekommen, 
dafi die eine der zwei Substanzen vielleicht ein Zymogen sein 
konnte, das durch die Einwirkung der anderen aktiviert werde. 
Wenn dies der Fall wire, so wiirde wahrscheinlich eine solche 
Aktivierung stattfinden, wenn die zwei Substanzen aufeinander 
einzuwirken instand gesetzt wiirden, bevor das Substrat zu- 
gesetzt wird und die eigentliche Enzymwirkung einsetzt. Nach 
einer solchen vorangehenden Einwirkung der beiden Substanzen 
wirde also, wenn Aktivierung dabei stattfinde, nach Zugabe 
des Substrates eine kriftigere Enzymwirkung stattfinden als 
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ohne vorangehende Behandlung. Alle daraufhin gerichteten Ver- 
suche haben zu dem Ergebnis gefihrt, da die gleiche Enzym- 
wirkung erhalten wurde, gleichgiiltig ob Vorbehandlung statt- 
gefunden hatte oder nicht. Dies deutet nach dem oben Gesagten 
darauf hin, daf kein Zymogen vorhanden sein diirfte. Von den 
ausgefiihrten Versuchen soll nur einer hier beschrieben werden. 

1. 5g feuchtes Fibrin +- 20 ccm H. E. wurden eine Nacht 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Darauf wurde 50 ccm 
Caseinlésung zugesetzt und alles 3 Tage bei 37° gehalten. 

2. Eine Kontrolle wurde sofort nach der Zugabe von 
Casein mit Gerbsaéure gefallt. 

3. Zwei andere Proben wurden in der gleichen Weise 
bereitet; nur wurden das Fibrin und das Harnenzym nicht 
zusammen aufbewahrt, sondern sofort mit Casein versetzt; 
darauf wurde die eine Probe 3 Tage bei 37° gehalten. 

4. Die andere (Kontrollprobe) wurde sofort mit Gerbsaiure 
gefallt. 
Die Gerbséuremenge war 25 ccm und von dem Filtrat 
wurde 40 cem fiir die Analyse genommen. 

Nr. 1 ergab 26,1 ccm Séure; reduzierter Wert 23,6 
_2 + Bs ss, 

> 3 » 257 » & 4 » >» 23,7 
> 4 >» 20> » 


15. Bedeutung der Reaktion fiir die Enzymwirkung. 


Wie bereits erwahnt wurde, wirken sowohl das proteo- 
lytische Enzym des Fibrins wie auch das Globulinenzym am 
besten bei schwach alkalischer Reaktion (S. 268, 269 u. 274, 275). 
Bei den bereits angefiihrten Versuchen wurde eine schwach alka- 
lische Caseinlésung als Substrat angewandt, aber die Enzym- 
wirkung stieg ein wenig, wenn etwas mehr Alkali zugefiigt 
wurde. Das Harnenzym verhilt sich bei dessen Einwirkung 
auf das Casein in der gleichen Weise, wie aus folgendem Ver- 
suche zu ersehen ist: 


1. 40ccm H.E. + 50ccem Casein + 5 ccm H,O + 5 ccm H,0. 
2. 40ccm H. E. + 50 ccm Casein + 5 ccm H,O + 4 ccm H,O 


-+- 1 ccm 0,1 n-NaOH. 
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3. 40 ccm H.E. -++ 50 ccm Casein -++ 5 ccm H,O -++ 2 ccm H,O 
+ 3ccm NaOH, 
4. 40 ccm H. E. + 50 ccm Casein + 5 ccm H,O + 5 ccm NaOH. 
5. Kontrolle mit erhitztem H. E. 
Nach 4 Tagen bei 37° 30 ccm Gerbsaure; 100 ccm Filtrat. 
Nr. 1 9,1 ccm Séure; reduzierter Wert 3,3 


> 2 93 » > ; > >» 3,5 
>» 3 94 » % > >» 3,6 
> 4 9,0 > . 3 > > 8,2 
> 5 58 >» « 


In einem anderen Versuche wurde Wittes Pepton als 
Substrat benutzt. Eine 4°/oige Lésung von dem Pepton wurde 
zwei Tage dialysiert, mit HCl méglichst neutralisiert, filtriert 
und fiir die Bereitung folgender Proben verwendet: 


25 ccm H. E. -+- 50 ccm Pepton + 5 ccm H,O. 
25 >» H.E. + 50 >» >» +2 » 0,1 n-NaOH +- 3 ccm H,O. 
25 » H.E. + 50 » >» +3 » O00 n-NaQH +2 > H,O. 
25 >» H.E. + 50 > > +4 >» Oj n-NaOH -+ 1 > 4H,O. 
25 >» H.E. + 50 >» « +65 » 0,1 n-NaOH. 
Kontrolle mit erhitztem H. E. 

Nach 4 Tagen bei 37° 40 ccm Gerbsaure; 100 ccm Filtrat. 

Nr. 1 48,75 ccm Sdure; reduzierter Wert 12,15 


SH Go PO 


» 2 496 >» * 4 > >» 13,0 
>» 3 50,1 > * 3 > >» 13,5 
>» 4 50,25 » > 3 > > 13,65 
> §& 50,05 » % 3 > > 13,45 
>» 6 366 » > 


Auch hier finden wir also die beste Wirkung bei schwach 
alkalischer Reaktion. Die Proben 2—5 reagierten deutlich alka- 
lisch gegen Lackmus. 

Auch die kombinierte Wirkung von Fibrin bezw. Globulin- 
enzym und Harnenzym geht am besten bei schwach alkalischer 
Reaktion vor sich und steigt gew6dhnlich beim Gebrauch der 
alkalischen Caseinlésung als Substrat, wenn etwas mehr Alkali 
zugesetzt wird. Im folgenden Versuch wurde einerseits Fibrin 
allein als Enzymquelle benutzt, anderseits Fibrin -+- H. E. und 
zwar mit verschiedenen Mengen zugesetzten Alkalis: 

5 g Fibrin -+ 30 ccm H,O + 50 ccm Casein + 5 ccm H,O. 

5 > > + 30 >» H.E. + 50 » > + 56 » H,O. 

5> >» -+ 30 >» H,O + 50 » > -+ 3,5 ccm H,O 
+ 1,5 ccm 5°%/oiges Na,CO,. 
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5 g Fibrin -+- 30 ccm H.E, + 50 ccm Casein + 3,5 ccm H,O 
+ 1,5 ccm 5°/oiges Na,CO,. 

5 g Fibrin + 30 ccm H,O + 50 » >» +1 » 4H,O 
-+ 3 ccm Na,CO,. 

5 g Fibrin + 30 >» H.E. + 50 » » +1 » 4H,O 
-+- 3 ccm Na,CO,. 

5 g Fibrin + 30 ccm H,O + 50 ccm Casein -++ 5 ccm Na,COQ,. 

5 » >» + 30 >» H.E.+ 50 » >» +5 » Na,CO,. 


Nach 3 Tagen bei 37° 35 ccm Gerbsaure; 50 ccm Filtrat. 


Die Ergebnisse waren: 


Mit Fibrin Mit Fibrin + H. E. 
Ohne Na,CO, 7,9 ccm Sdure 12 ccm Siure 
1,5 ccm Na,CO, 7,9 » . 14,3 » > 
3 » Na,CO, 11,3 » > 18 >» > 
5 » Na,CO, 5,4 >» > 6,7 >» > 


In diesem Versuch war sowohl die Wirkung des Fibrins 
allein wie die von Fibrin -+- H. E. am starksten mit 3 ccm 
Na,COQ,. 

In einem andern Versuche wurde mit Fibrin und Harn- 
enzym die S. 271 angegebene Serie von Proben bereitet, einer- 
seits ohne Zugabe von Alkali, anderseits mit Zusatz von 2 ccm 
0,1 n-NaOH: 


A. 5g Fibrin +- 30 cem H. E. -+- 50 ccm Casein + 2 ccm H,O 
B.5> » +30 » H.E.erhe +50 > » +2 > HO 
C5> » erh +30 > HE +50 > » +2> HO 
D. (Fibrin -++- H. E.) erh. ++ 50 cem Casein + 2 ccm H,O. 

Die andere Serie war wie diese bereitet, nur enthielt 
dieselbe 2 ccm 0,1 n-NaOH anstatt 2 cem H,O. Nach 3 Tagen 
bei 37° 30 cem Gerbsiure; 50 ccm Filtrat. Die Resultate waren: 


Wirkende Enzyme Ohne zugesetztes Alkali Mit 2 ccm NaOH 


Fibrin -+- H. E. 7,5 ccm Saéure 11,7 ccm Saure 
Fibrin 4,9 » ’ 4,7 >» > 
H. E. 03 >» » sé” ~ 


Hier ist die kombinierte Wirkung von Fibrin und Harn- 
enzym durch die Zugabe von Alkali entschieden gestiegen, 
ohne da8 die Wirkung von Fibrin oder Harnenzym besonders 
beeinfluBt waren. 

Obwohl die in dieser Arbeit abgehandelten Enzyme am 
besten bei schwach alkalischer Reaktion ihre Wirksamkeit ent- 











pe 








en ee 





Uber Erepsin im normalen Harn usw. 301 


falten, so werden sie, mindestens wenn Eiweifkérper nicht in 
geniigender Menge vorhanden sind, durch Alkali geschidigt. 
In bezug auf das Harnenzym scheint dies aus folgendem Ver- 
such hervorzugehen : 

1. (30 ccm H. E. +- 1 ccm 0,1 n-NaOH) wurden 16 Stunden 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt; darauf wurde 

10 ccm Glob. -+- 50 ccm Casein -++ 1 ccm NaOH 
zugegeben. 

2. (30 com H.E. -+- 2 ecm NaOH) wurden 16 Stunden 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt und dann mit 

10 ccm Glob. -++ 50 ccm Casein 
versetzt. 

Die 2 Proben, samt einer Probe, wo alle Bestandteile 
auf einmal vermischt wurden (3), wurden 4 Tage bei 37° auf- 
bewahrt und dann mit 50 ccm Gerbsaure gefillt; 100 ccm Filtrat. 

Nr. 1 32,25 ccm Saure, 
> 2 316 >»: » 
> 3 32,6 » > 

Mit Pferdeglobulin wurde folgender Versuch ausgefiihrt: 

100 cem Globulin -++ 5 ccm 0,1 n-NaOH wurden 3 Tage 
bei 37° gehalten. Dann wurden folgende Gemengen bereitet: 

1. 10 ccm Glob. + 50 ccm Casein -+- 4 ccm 0,1 n-NaOH, 

2. Kontrolle mit erhitztem Glob. 

Zur selben Zeit wurden zwei andere Proben bereitet, 
welche nicht mit Alkali vorbehandeltes Globulin enthielten: 
3. 10 ccm Glob. + 50 ccm Casein + 4 ccm 0,1 n-NaOH 

4. Kontrolle mit erhitztem Glob. 

Nach 4 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsiure; 75 ccm Filtrat. 

Nr. 1 10,6 ccm Séure; reduzierter Wert 7,8 
> 2 28 » > , 

>» 3 21,7 » * * > >» 19,2 
> & 25» > 

Die Probe 1 mit Alkali behandeltem Globulinenzym ergab 
einen geringeren Umsatz als die mit nichtbehandeltem Enzym. 

Siiure wirkt auf das Harnenzym entschieden zerstorend ein, 
wie aus mehreren Versuchen hervorgeht, bei welchen das Harn- 
enzym vor der eigentlichen Enzymwirkung mit Siéure be- 


handelt wurde. 
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16. SchluBworte. 


Es ergibt sich somit, da®B normaler Harn ein Enzym ent- 
halt, das beim Sattigen des Harnes mit Am,SO, mindestens 
zum Teil ausfallt und die Fahigkeit besitzt, bei alkalischer Re- 
aktion Peptone und derartige Substanzen weiter zu _spalten. 
Es wire also als ein ereptisches Enzym zu betrachten. Die 
aus Menschenharn durch Sattigung mit Am,SO, und Dialysieren 
des Niederschlages erhaltene Losung wirkt sehr schwach auf 
Casein, sowie auf gewisse andere Eiweifk6rper ein. Ob dies dem 
ereptischen Enzyme zuzuschreiben ist oder durch geringe Mengen 
eines anderen Enzymes bedingt ist, mu8 dahingestellt bleiben. 

Ferner hat es sich herausgestellt, daf es auch Enzyme 
gibt, welche hauptsachlich den Anfang der EiweiBspaltung zu 
besorgen imstande sind. Als solche Enzyme sind das proteo- 
lytische Enzym auf dem Blutglobuline, sowie ein proteolytisches 
Enzym auf dem Fibrin anzusprechen. Beide Enzyme wirken 
am besten bei alkalischer Reaktion. Die Wirkung solcher 
Enzyme wird gewissermafen durch die Wirkung ereptischer 
Enzyme ergiinzt. Hieraus ergibt sich die bequemste Weise, das 
Harnerepsin nachzuweisen. 

Wenn namlich Harnenzymlésung zusammen mit Globulin- 
enzym oder dem proteolytischen Enzym auf dem Fibrin auf 
Casein einwirkt, so fallt der Erfolg der vereinigten Enzyme 
grofer aus, als die Summe der Wirkungen beider Enzyme, 
wenn sie jedes fiir sich unter den gleichen Bedingungen auf 
dieselbe Substratmenge einwirken. Am besten wird dabei der 
Umfang des Umsatzes durch Fallung mit Gerbséure bestimmt. 
Gewisse der bei der Einwirkung von Globulinenzym oder 
Fibrinenzym auf das Casein gebildeten Produkte werden noch 
durch Gerbséure gefallt. Anderseits ist die direkte Einwirkung 
der Harnenzymlésung auf Casein nur eine sehr schwache. 
Wirken aber beide zugleich, so werden die durch das Glo- 
bulinenzym oder das Fibrinenzym erzeugten Produkte unter 
dem Einflu8 des Harnerepsins weiter aufgespalten in Produkte, 
welche durch Gerbsdure nicht gefallt werden. Die Einwirkung 
des Harnerepsins kénnte man sich auch in einer anderen Weise 
denken, namlich so, daB es durch Aufspaltung der priméaren 


i 
‘ 
4 




















oeaeies bess inmionans * 





Uber Erepsin im normalen Harn usw. 303 


Spaltungsprodukte deren hemmenden Einflu8 auf die Weiter- 
wirkung des Globulinenzyms oder Fibrinenzyms beseitigt. 
Eine Stiitze fiir die obige Ansicht beziiglich der Ver- 
teilung der Enzymarbeit ist darin zu erblicken, dai das Harn- 
enzym besser wirkt auf bereits mit Globulinenzym behandeltes 
Casein als auf nicht gespaltenes, wahrend das Globulinenzym 
in umgekehrter Weise sich verhilt. SchlieBlich ist hervorzu- 
heben, daf Darmerepsin und Hefeerepsin gegen das Globulin- 
enzym in derselben Weise sich verhalten wie das Harnenzym. 





Berichtigung. 


Band 99, Seite 222, Zeile 14 von oben lies: 0,0967, 
statt 0,967. 





